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Résumé 
 Chez l’homme, des données cliniques décrivent une association entre des pathologies 
hépatiques et des désordres de la fertilité masculine. Plusieurs modèles expérimentaux de cholestase 
ont permis de confirmer ce lien et de souligner un impact sur la physiologie testiculaire. De manière 
intéressante, une telle corrélation existe aussi bien à l’âge adulte que dans des modèles animaux en 
période pré-pubertaire. Pour autant, le lien moléculaire pouvant expliquer cette association 
physiopathologique n’a pas été exploré. 
            L’ensemble des hépatopathies a pour dénominateur commun une augmentation des taux 
plasmatiques d’acides biliaires et ce dès les stades les plus précoces de la maladie. Dans ce contexte, 
l’hypothèse de l’impact délétère des acides biliaires sur la fonction reproductrice reste à définir. 
            Notre projet de recherche s’articule autour de l’analyse d’un modèle murin d’atteinte hépatique 
induite par un régime supplémenté en acide cholique. Nos résultats principaux montrent que : 1) lors 
d’une exposition pubertaire, l’activation supra-physiologique des signalisations Fxrα conduit à un 
défaut de maturation sexuelle associé à une altération de la fonction endocrine du testicule ; 2) dans un 
contexte d’exposition à l’âge adulte, l’activation excessive du récepteur membranaire Tgr5 par les 
acides biliaires est associées à une hypofertilité. Celle-ci s’accompagne d’une altération de la 
spermatogenèse consécutive à un détachement progressif de l’épithélium séminifère et à une apoptose 
spécifique des spermatides ; 3) enfin, nos conclusions démontrent pour la première fois l’impact 
transgénérationnel de l’exposition aux acides biliaires. Sur deux générations successives, les 
descendants des mâles adultes nourris par un régime supplémenté en acide cholique présentent des 
anomalies développementales et métaboliques. Dépendantes de l’action de Tgr5, ces dernières sont 
attribuées à des altérations de l’épigénome des spermatozoïdes issus des mâles exposés aux acides 
biliaires. 
            En conclusion, nos données démontrent que, dans des conditions cholestatiques, les acides 
biliaires altèrent les fonctions de reproduction notamment par leurs impacts sur les fonctions 
testiculaires. Au regard du nombre croissant de personnes souffrant de troubles hépatiques, ces effets 
délétères des acides biliaires pourraient contribuer à l’augmentation de l’incidence de l’infertilité 
masculine. Des molécules agonistes des signalisations FXRα et TGR5 sont aujourd’hui envisagées 
dans le cadre du traitement de pathologies courantes de notre société. Dans ce contexte, notre étude 
permettra d’alerter les instances sanitaires quant aux conséquences de l’accès à de tels traitements sur 
la fertilité et la santé des générations futures. 
Mots clefs : Acides biliaires, Fxrα, Tgr5, Physiologie testiculaire, Effets transgénérationnels 
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Abstract 
 Clinical data describe an association between liver diseases and disorders of male fertility. 
Several experimental models of cholestasis have confirmed this link and highlight an impact on 
testicular physiology. Interestingly, such correlation exists in adult as well as in during pre-pubertal 
animals. However, the molecular links have not been explored yet. 
          The increase of plasma bile acids levels is a common feature of liver diseases. In this context, 
the hypothesis of the deleterious impact of bile acids on reproductive function remains to be defined. 
           For that purpose, we used a mouse model of liver injury induced by a diet supplemented with 
cholic acid. Main results show that: 1) supra-physiological activation of Fxra, during pubertal period, 
alters endocrine function of the testis and then sexual maturation. 2) during adult age excessive 
activation of membrane receptor TGR5 by bile acids leads to subfertility. This is associated with 
impaired spermatogenesis due to a detachment of the seminiferous epithelium and specific apoptosis 
of spermatids. 3) Finally, we show for the first time the transgenerational impact of bile acid exposure. 
Two generations of progenies from males exposed to bile acid-diet show developmental and metabolic 
abnormalities. These effects, mediated by TGR5, are correlated with alterations of the spermatozoa 
epigenome. 
             In conclusion, our data demonstrate that bile acids affect reproductive functions with impacts 
on testicular functions. In line with the increasing number of people with liver diseases, the deleterious 
effects of bile acids may contribute to the incidence of male infertility. Interestingly, agonists of FXRα 
and TGR5 are now considered in the treatment of several diseases. In this context, our study might 
alert health authorities regarding the potential consequences of these treatments on fertility and health 
futures generations. 
Key words : Bile acids, Fxrα, Tgr5, Testis physiology, Transgenerational effects  
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Paramètre mesuré Norme (normozoospermie) Pathologie associée
Volume de l'éjaculat 2 - 6 mL
< 2mL : hypospermie
> 6mL : hyperspermie
0 : aspermie / anéjaculation
pH de l'éjaculat 7,2 - 8 -"
Numération des 
spermatozoïdes
40 M/éjaculat 
ou 20 M/mL 
10 - 20 M/mL : oligozoospermie modérée
5 -10 M/mL : oligozoospermie importante
1 - 5 M/mL : oligozoospermie sévère
quelques spz : cryptozoospermie
0 : azoospermie
Mobilité progressive > 50%
< 50% : asthénozoospermie
0 : akinétospermie
Vitalité > 50% < 50% : nécrozoospermie
Morphologie
30% de formes typiques 
(classiﬁcation de David) 
ou > 15% 
(classiﬁcation de Kruger)
< 30% ou 15% : tératozoospermie"
Leucocytes < 1 M > 1mL : leucospermie
Figure 1. Normes des spermogrammes. 
La réalisation d'un spermogramme"est systématique dans le cadre de consultations pour infertilité. Ce protocole prend en compte des caractères 
quantitatifs et qualitatifs du sperme : volume de l’éjaculat, pH, numération spermatique, mobilité et vitalité des spermatozoïdes, morphologie et 
présence de cellules rondes. En cas d'anomalies lors du premier échantillonnage, un deuxième examen est nécessaire. Il devra être réalisé à au 
moins un mois d'intervalle (idéalement à plus de 3 mois). Selon Pratice ComPitWHH of American Society for Reproductive Medicine, 2012.
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Avant propos 
Les troubles de la fertilité sont en constante augmentation et concernent aujourd’hui près de 
15% des couples à l’échelle mondiale (Lee and Foo, 2014). Selon l’Organisation Mondiale de la Santé 
(OMS), un couple est considéré comme hypofertile ou stérile s’il présente l’incapacité d’obtenir une 
grossesse après douze mois de rapports réguliers non protégés. Dans près de la moitié des cas, un 
facteur masculin contribue à l’infertilité du couple et dans 20%, il en est la seule cause (Lee and Foo, 
2014). Les principales origines physiopathologiques de l’infertilité masculine peuvent être réparties de 
manière schématique en deux catégories.  
Les anomalies d’origine excrétoire qualifient le défaut d’acheminement des spermatozoïdes 
dans les voies génitales mâles. Elles représenteraient 40% des cas d’infertilité (Slama et al., 2012). Ces 
dernières peuvent être constitutionnelles (anomalie congénitale, défaut de développement) ou acquises 
à la suite d’infections (orchi-épididymite, prostatite). Les troubles d’origine sécrétoire représentent 
quant à eux 60% des infertilités et décrivent l’altération de la production des spermatozoïdes (Slama et 
al., 2012). Parfois liés à un trouble central (défaut de libération des gonadotrophines LH/FSH ; 
Luteinizing hormone/Follicle-stimulating hormone), ils sont dans la grande majorité des cas la 
conséquence d’atteintes fonctionnelles du testicule. Ces dernières sont en constante augmentation ces 
dernières décennies à l’image d’autres atteintes testiculaires telles que le cancer (Mannuel et al., 2011) 
ou les anomalies de développement comme les cryptorchidies (Robin et al., 2010). Ces pathologies, 
regroupées sous le terme de «syndrome de dysgénésie testiculaire» (Wohlfahrt-Veje et al., 2009) 
mettent en cause de multiples facteurs : génétiques, environnementaux (Hauser and Sokol, 2008 
O’Flynn O’Brien et al., 2010) et comportementaux (Elshal et al., 2009 Setarehbadi et al., 2012). 
Cependant, pour la majorité, le mode d’action par lequel ils interviennent dans le développement de la 
pathologie reste peu connu et près de 30% des cas d’infertilité demeure idiopathiques (Jungwirth et 
al., 2012).  
Le diagnostic de l’infertilité masculine est basé en première intention sur une évaluation 
basique des caractères quantitatifs et qualitatifs du sperme, ou spermogramme (Figure 1) (Practice 
Committee of American Society for Reproductive Medicine, 2012). Les principaux paramètres 
considérés sont le volume de l’éjaculat, son pH ainsi que la concentration, la mobilité, la vitalité et la 
morphologie des spermatozoïdes. Les pathologies de type asthénozoospermies, tératozoospermies ou 
nécrozoospermies désignent des altérations qualitatives des spermatozoïdes. Elles peuvent être 
couplées (OATS, oligoasthénotératospermies) ou non à une anomalie quantitative classifiée sous les 
termes d’azoospermie, cryptozoospermie ou oligozoospermie. Si cet examen est normal, il n’est pas 
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nécessaire de le répéter. En revanche, en cas d’anomalies constatées, il devra être confirmé lors d’un 
nouvel échantillonnage à au moins un mois d’intervalle et idéalement trois mois après le premier 
prélèvement (durée supérieure à un cycle de gamétogenèse chez l’homme) (Cao et al., 2011). Un 
spermogramme affecté pourra être complété par l’analyse de paramètres sériques endocriniens. Les 
taux de LH et de testostérone seront informatifs quant à la présence de troubles d’origine 
endocrinienne (hypogonadisme primaire ou secondaire). Des valeurs normales de FSH ou d’Inhibine 
B plaident en faveur d’une spermatogenèse fonctionnelle ; le diagnostic de l’infertilité s’oriente alors 
vers une azoospermie d’origine excrétoire. Cependant, chez 29% des hommes stériles, des taux de 
FSH normaux se sont révélés être associés à un défaut de spermatogenèse (Weber et al., 2005).  
Les premières mesures diagnostiques de l’infertilité demeurent donc peu informatives quant à 
la détermination de son étiologie. Il est alors difficile d’orienter la prise en charge du patient. 
L’insémination intra-utérine s'adresse à des hommes présentant des spermes relativement riches 
associés à des troubles qualitatifs des spermatozoïdes (OATS) (Practice Committee of American 
Society for Reproductive Medicine, 2012). Le recours à la fécondation in vitro (FIV), voire à 
l’injection intra-cytoplasmique de spermatozoïde (ICSI, Intra Cytoplasmic Sperm Injection), a lieu si 
les paramètres spermatiques sont très altérés. Les spermatozoïdes seront obtenus directement à partir 
de l’éjaculat lorsque cela est possible. Le recours aux prélèvements épididymaires ou déférentiels est 
indiqué dans le cadre de pathologies obstructives. Le prélèvement de spermatozoïdes testiculaires est 
nécessaire lors d’azoospermies de type sécrétoire. La détermination de la cause de l’azoospermie est 
donc essentielle pour engager une prise en charge adaptée.  
A la difficulté du diagnostic de l’infertilité s’ajoute le fait qu’il est aujourd’hui difficile 
d’anticiper les chances de réussite lors d’un protocole de procréation médicalement assistée (Matzuk 
and Lamb, 2008). Ceci est lié au rendement intrinsèque des techniques de FIV ou d’ICSI auquel 
s’ajoute des critères de sélection du spermatozoïde restrictifs et peu fiables ; selon l’OMS, un 
spermatozoïde à la maturation idéale doit avoir une tête ovalaire, d’une longueur de 4 à 5 microns et 
d’une largeur de 2,5 à 3,5 microns.  
Ce constat soulève plusieurs enjeux pour l’avenir. Celui d’identifier les facteurs pouvant 
expliquer l’origine d’infertilités masculines restée à ce jour idiopathique ; celui de développer de 
nouveaux outils diagnostiques de l’infertilité facilitant le choix d’une prise en charge adaptée des 
patients ; et enfin celui de définir des marqueurs prédictifs de la réussite des protocoles de procréation 
médicalement assistée. 
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A, Représentation schématique de la structure interne du testicule. Le testicule est composé de plusieurs lobules constitués d’un réseau dense de 
tubes séminifères séparés par l’espace interstitiel. Modiﬁé d’après De Boeck University. B, Schématisation de l’histologie testiculaire. L’épithélium 
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Partie 1. Physiologie du testicule 
Le testicule est une glande paire et symétrique de l’appareil génital mâle située à la partie 
antérieure du périnée de part et d’autre du pénis. Appendus au cordon spermatique, les testicules sont 
logés dans une structure extra abdominale : le scrotum. Cette localisation anatomique permet leur 
maintien à une température favorable à la spermatogenèse de 4 à 7°C inférieure à celle du corps 
(Zorgniotti and Sealfon, 1988). 
Chaque testicule forme une masse ovoïde unique entourée d’une capsule conjonctive, 
l’albuginée (Figure 2). Composée de fibres de collagène et de cellules musculaires lisses, cette 
dernière s’enfonce dans le testicule pour constituer des cloisons, ou septa, qui définissent environ 300 
lobules testiculaires. Chacun d’eux comportent 1 à 4 tubes séminifères séparés les uns des autres par 
un tissu conjonctif lâche aussi appelé espace interstitiel.  
C’est autour de ces deux compartiments histologiques (tube séminifère et espace interstitiel) et 
de la spécificité des types cellulaires qui les composent que s’articulent, chez l’adulte, les deux 
fonctions majeures du testicule. Ainsi, la fonction dite endocrine est portée par les cellules de Leydig 
qui assurent, au sein de l’espace interstitiel, la synthèse des stéroïdes testiculaires (essentiellement 
testostérone et oestrogènes) ; la seconde, exocrine, s’articule autour des cellules de Sertoli qui assurent 
au sein des tubes séminifères le soutien structural et nutritif nécessaire à la différenciation des cellules 
germinales et à la production des gamètes mâles, les spermatozoïdes.  
Bien que présentés comme indépendants sur le plan histologique, ces compartiments et les 
types cellulaires qui les constituent sont étroitement liés sur le plan fonctionnel. Il existe en effet un 
dialogue étroit entre les cellules de Leydig, les cellules de Sertoli et les cellules germinales faisant 
intervenir de multiples acteurs endocriniens, paracrines, autocrines et juxtacrines. 
A. Le tube séminifère : siège de la spermatogenèse 
La spermatogenèse est définie comme le processus physiologique par lequel les cellules 
germinales diploïdes, les spermatogonies, se différencient en cellules haploïdes hautement 
spécialisées, les spermatozoïdes.  
Lors de la fécondation, ovule et spermatozoïde apportent le bagage génétique nécessaire au 
développement d’un nouvel individu qui contribuera à son tour à la transmission de ce patrimoine aux 
générations futures. Du bon déroulement de la spermatogenèse va ainsi dépendre la production de 
spermatozoïdes fonctionnels capables de transmettre une information génétique dont l’intégrité doit 
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être impérativement maintenue afin d’assurer l’obtention d’une descendance saine garantissant la 
continuité de l’espèce.  
Chez les mammifères, la spermatogenèse a lieu au sein du tube séminifère. Elle débute au 
moment de la puberté et sera maintenue constante durant toute la vie de l’individu. Les tubes 
séminifères contiennent les cellules germinales en différenciation ainsi que des cellules somatiques, 
les cellules de Sertoli. Leur association forme un épithélium stratifié, l’épithélium séminifère, dont le 
soutien est assuré par une lame basale et une paroi formée de fibres de collagène, de fibroblastes et de 
cellules myoïdes. Ces dernières possèdent une activité contractile participant à la propulsion des 
spermatozoïdes non mobiles vers les voies excrétoires.  
1. La lignée germinale
1.1. Détermination embryonnaire de la lignée germinale chez la souris
Chez les souris, l’établissement de la lignée germinale a lieu dès le stade embryonnaire. Il 
s’agit d’un phénomène initialement indépendant de l’établissement des ébauches gonadiques. Les 
cellules somatiques de la gonade mâle se différencient à partir de la crête génitale. Elles constitueront 
la structure d’accueil des cellules germinales primordiales (PGCs, Primordial Germ Cells) qui 
trouvent leur origine dans les tissus extra-embryonnaires. 
1.1.1. La gonade indifférenciée : « structure d’accueil » des PGCs 
Les cellules somatiques du testicule ou de l’ovaire sont issues de la différenciation de la 
gonade primitive ou primordium gonadique. Chez la souris, cette ébauche embryonnaire se forme au 
cours du premier tiers de la gestation (E9.5 à E10 ; E, jour Embryonnaire) à partir de l’épaississement 
de l’épithélium cœlomique, aussi appelé crête génitale. 
C’est sous l’influence de l’expression du gène Sry (Sex determination region on Y 
chromosome), gène majeur de la détermination testiculaire porté par le chromosome Y, que le 
primordium engage sa différenciation mâle (Figure 3) (Berta et al., 1990 Ross and Capel, 2005). A 
E11.5, l’expression du gène Sry dans les cellules de l’épithélium cœlomique est maximale puis s’éteint 
(Koopman et al., 1990). Cette expression transitoire induit l’expression du gène Sox9 (Sry-related 
HMG box 9), facteur de transcription dont les niveaux demeureront élevés afin d’assurer le maintien 
du phénotype sexuel mâle (Hacker et al., 1995 Kent et al., 1996). Le facteur Sox9 initie l’entrée en 
différenciation des précurseurs des cellules de Sertoli (Sekido et al., 2004). Encore immatures, ces 
dernières s’associent les unes aux autres et s’organisent en cordons séminifères qui engloberont peu à 
peu les PGCs pour former l’épithélium séminifère.  
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La différenciation des cellules de Sertoli est le premier évènement de l’organogenèse 
testiculaire. Les cordons séminifères primitifs se trouvent séparés les uns des autres par le 
mésenchyme. Celui-ci, au contact de l’épithélium cœlomique se différenciera pour former l’albuginée 
(Ross and Capel, 2005). Ce n’est qu’au 13ème jour embryonnaire qu’entre les cordons certaines cellules 
du mésenchyme se différencient en cellules de Leydig fœtales exprimant les enzymes stéroïdogènes 
(Greco and Payne, 1994).  
1.1.2. Les PGCs : origine et différenciation 
Les PGCs, précurseurs de la lignée germinale, sont issues de la différenciation de cellules 
progénitrices sélectionnées initialement à E6.25 à partir de l’épiblaste (Figure 4). Cette première étape 
de détermination cellulaire est sous l’influence de signaux paracrines sécrétés par l’ectoderme extra-
embryonnaire (ex : Bmp-2/-4/-8b, Bone morphogenetic proteins, ; Smad-1/-5, Sma and mad related 
proteins) (Ewen & Koopman 2009). 
Les cellules progénitrices des PGCs sont initialement en nombre réduit (6 cellules). Leur 
présence est caractérisée par l’expression des facteurs de transcription Blimp1 (B lymphocyte-induced 
maturation protein-1) et Prdm14 (PR domain-containing protein-14) à l’origine de la 
reprogrammation du profil transcriptionnel de leur génome. Dès lors les cellules progénitrices sont 
engagées dans le processus de différenciation et acquièrent peu à peu les caractéristiques propres aux 
PGCs (Ohinata et al., 2005 Yamaji et al., 2008). 
Les PGCs sont clairement identifiées à 7,2 jours de développement dans les tissus extra-
embryonnaires, à la base du sac vitellin. Leur nombre est alors de 20 à 40 cellules. Entre les 8 et 9ème 
jours, du fait de mouvements morphogénétiques, les PGCs sont intégrées de manière passive à 
l’endoderme de la paroi intestinale. De là, elles vont migrer activement pour quitter l’intestin et 
rejoindre les ébauches gonadiques où elles participeront, en association avec les cellules de Sertoli 
immatures, à la formation de l’épithélium des cordons séminifères. La migration des PGCs dans la 
gonade est en partie contrôlée par les cellules somatiques du primordium gonadique par 
l’intermédiaire de facteurs de croissance (ex. Scf, Stem cell factor ; Lif, Leukemia inhibitory factor ; 
bFgf, basic Fibroblast growth factor ; Sdf1, Stromal cell-derived factor 1) ou encore de constituants 
de la matrice extracellulaire (ex. Collagènes type I/III/IV, Fibronectine, Laminine) (Wylie 1999, 
Stebler et al. 2004, Gu et al. 2009, Ewen & Koopman 2009). 
Tout au long de leur migration, les PGCs se multiplient (100 PGCs à E8.5 ; 600 à E10.5 et 
26000 à E13.5) puis se différencient au cœur des cordons séminifères en gonocytes (Nagano et al., 
2000 Vergouwen et al., 1991) qui vont à leur tour s’amplifier par mitoses successives. Lors de cette 
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étape, on assiste à un remodelage global de l’épigénome des PGCs : la majeure partie des méthylations 
de l’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) est retirée ; cette reprogrammation est également associée à 
des modulations importantes du code histone.  
A E13.5, les gonocytes entrent en quiescence et restent bloqués en phase G1 jusqu’à la 
naissance où ils achèveront la mitose initiée au stade embryonnaire (Western et al., 2008). Au 5ème jour 
après la naissance, les gonocytes ont rejoint la membrane basale faisant naître la lumière des tubes 
séminifères. Ils commencent alors à se différencier en spermatogonies souches de type A. 
1.2. La première vague 
Au moment de la mise en place des fonctions testiculaires (7-8 jours post-partum chez la 
souris ; puberté chez l’homme), les cellules de Sertoli encore immatures perdent leur aptitude 
mitotique et acquièrent leur morphologie définitive au contact des spermatogonies (Clermont and 
Perey, 1957 Jégou, 1992). Le contexte endocrinien change. L’augmentation de la pulsatilité de la 
gonadolibérine Gnrh (Gonadotropin-releasing hormone) et de la sécrétion des gonadotrophines 
Lh/Fsh par l’axe hypothalamo-hypophysaire, sont responsables d’un nouveau pic hyper sécrétoire de 
testostérone (O’Shaughnessy et al., 2009). Parallèlement, la transcription du récepteur des androgènes 
Ar (Androgen receptor) par les cellules de Sertoli est initiée (Rey et al., 2009). Ces dernières vont 
alors acquérir la maturité fonctionnelle nécessaire au soutien de la spermatogenèse (mise en place des 
jonctions intercellulaires, production de Transferrine, Interleukine-1-alpha) (O’Shaughnessy et al., 
2007)(Johnston et al., 2004 Denolet et al., 2006). Les spermatogonies peuvent alors entrer en 
différenciation : la première vague de spermatogenèse est initiée.  
L’entrée en méiose de la lignée germinale est également dépendante de l’action des rétinoïdes. 
Durant la vie fœtale, les niveaux d’acide rétinoïque intra-testiculaires sont limités sous l’action 
catabolique de l’enzyme Cyp26b1 (Bowles et al., 2006 Koubova et al., 2006). A la puberté, 
l’expression de Cyp26b1 est réprimée, les rétinoïdes s’accumulent et activent le récepteur nucléaire 
Rarα (Retinoic acide receptor alpha) pour induire l’expression, par les cellules germinales, de Stra8 
(Stimulate by retinoid 8), acteur indispensable à l’initiation et à la progression de la phase méiotique 
(Oulad-Abdelghani et al., 1996). Le récepteur nucléaire orphelin Shp (Small heterodimer partner) est 
impliqué dans le contrôle de l’équilibre entre les concentrations de rétinoïdes et l’activité de Rarα sur 
le promoteur de Stra8. Les souris invalidées pour le gène codant Shp présentent une entrée en méiose 
précoce de la lignée germinale associée à des niveaux élevés de transcrits Stra8 (Volle et al., 2007). 
Parallèlement, l’activation de Rarα au sein des cellules de Sertoli permet l’expression de Mafb (V-maf 
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B), facteur paracrine qui serait impliqué dans 
l’engagement en différenciation de la lignée germinale (Raverdeau et al., 2012). D’autre part, l’ acide 
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rétinoïque contribue à la mise en place de la barrière hémato-testiculaire (BHT) essentielle au soutien 
de la gamétogenèse (Chihara et al., 2013).  
La spermatogenèse est ainsi initiée dès l’âge de 10 jours chez la souris. La première vague est 
marquée par une apoptose massive des cellules germinales dont le rôle est déterminant pour le bon 
déroulement des cycles de spermatogenèse à venir (Jahnukainen et al., 2004 Rodriguez et al., 1997). 
Ce phénomène physiologique a pour finalité d’adapter le nombre de cellules germinales au nombre de 
cellules de Sertoli capables d’en assurer la différenciation. En effet, 1 cellule de Sertoli remplie ses 
fonctions structurales et nutritives vis-à-vis de 50 cellules germinales en moyenne.  
Chez la souris, les premiers spermatozoïdes sont détectés dans la lumière du tube à 40-45 jours 
post-nataux (de Rooij, 1998). Dès lors, le testicule est considéré comme fonctionnel et les cycles de 
spermatogenèse s’enchaînent. 
1.3. Les 3 phases de la spermatogenèse 
La spermatogenèse est le processus cyclique par lequel les cellules germinales se différencient 
au cours de leur progression depuis la lame basale jusqu’à la lumière des tubes séminifère pour aboutir 
à la formation de spermatozoïdes. La durée de la spermatogenèse est variable selon les espèces. Chez 
la souris et l’homme elle est respectivement de 35 et 74 jours (Yoshida 2010).  
La spermatogenèse peut être décomposée selon 3 phases : la phase proliférative, la phase 
méiotique et la phase post-méiotique ou spermiogenèse (Figure 5). Chacune d’elles est associée à des 
types cellulaires particuliers de la lignée germinale.  
1.3.1. La phase proliférative 
Au contact de la lame basale, les spermatogonies de type A, traditionnellement définies en tant 
que « spermatogonies indifférenciées », constituent une réserve permanente de cellules germinales 
dont le renouvellement est essentiel au maintien de la spermatogenèse durant toute la vie de l’individu 
(de Rooij and Russell, 2000 Oatley and Brinster, 2008). Avec l’amélioration de la sensibilité des 
techniques d’isolation cellulaire, l’étude de cette population germinale s’est intensifiée au cours de ces 
dernières années et plusieurs sous-types de spermatogonies A ont été définis (Oatley and Brinster, 
2012 Chan et al., 2014).  
Les spermatogonies isolées de type As (A single) sont capables de deux 
destins cellulaires (Huckins, 1971 de Rooij and Russell, 2000 Oatley and Brinster, 2012) :  
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1- Ces dernières peuvent se diviser de manière symétrique et donner naissance à de nouvelles 
spermatogonies de type As. Elles possèdent ainsi la capacité à renouveler la population de cellules 
germinales indifférenciées et sont dans ce cadre définies en tant que cellules germinales souches, ou 
SSCs (Spermatogonial Stem Cells). Chez le rongeur, les SSCs représenteraient 10 à 12% de la 
population de spermatogonies As, soit environ 3 000 cellules chez un individu adulte (Nagano, 2003). 
Implantées dans un testicule receveur vidé de son contenu germinal, ces dernières sont capables à elles 
seules de régénérer de manière durable l’épithélium séminifère et d’assurer la continuité des cycles de 
spermatogenèse (Brinster and Avarbock, 1994 Brinster and Zimmermann, 1994). Mieux définir les 
caractéristiques et marqueurs moléculaires portés par les SSCs représente aujourd’hui un intérêt 
majeur. Ceci permettrait d’améliorer la compréhension des événements de différenciation précoces de 
la lignée germinale et de définir de nouvelles pistes quant à l’origine du cancer germino-testiculaire. A 
plus long terme, les SSCs ouvrent également des perspectives intéressantes quant à leur utilisation 
dans le cadre du traitement de l’infertilité (Valli et al., 2014). 
2- Les spermatogonies indifférenciées de type As peuvent également s’engager dans le 
processus de spermatogenèse. Ces dernières ne portent donc pas la caractéristique de cellules souches 
mais sont considérées en tant que cellules germinales « progénitrices ». A l’issue de la mitose, elles 
donnent naissance à 2 cellules germinales reliées entre elles par un pont cytoplasmique : les 
spermatogonies A de type appariées (Apr).  
Les spermatogonies Apr s’amplifient par le biais de divisions mitotiques successives. Elles 
forment des alignements de spermatogonies connectées les unes aux autres par des ponts 
intercellulaires ou syntitium. Ces ponts cytoplasmiques persistent entre les cellules filles de même 
génération tout au long de la spermatogenèse. Ils permettent le transfert de substances (protéines, ARN 
messagers) dont l’action synchrone assure la coordination des cellules germinales tout au long de leur 
maturation (Guo and Zheng, 2004). A l’issue de cette étape d’amplification, les spermatogonies alors 
désignées sous le terme de spermatogonies A alignées (ou Aal), entrent en différenciation pour 
atteindre le stade de spermatogonies de type intermédiaire (Int) puis de type B. La spermatogonie B 
subit une dernière division de mitose qui donne naissance à deux spermatocytes primaires 
(spermatocytes I). 
1.3.2. La phase méiotique 
La méiose est un processus de division cellulaire particulier aux cellules de la lignée 
germinale. Elle est caractérisée par deux étapes de mitoses successives précédées par une phase unique 
de duplication du matériel génétique (phase S). Engagé en méiose, un spermatocyte I porteur d’un 
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Figure 6. La méiose.
La méiose est une série de deux divisions mitotiques successives. Elle permet à partir d’un spermatocyte I diploïde de donner naissance à quatre 
cellules haploïdes appelées spermatides.  La prophase de la première division est  une étape particulièrement longue. Elle comprend 5 phases : 
leptotène,  zygotène,  pachytène  (recombinaison  homologue),  diplotène  et  diacinèse.  Au  terme  de  la  première  division,  dite  réductionnelle,  la 
séparation des chromosomes paternels et maternels appariés conduit à la formation de spermatocytes II, première génération de cellules haploïdes. 
Chaque chromosome est alors composé de deux chromatides. La deuxième division dite équationnelle (méiose II), aboutit à la répartition de chacune 
d’elle dans les deux cellules ﬁlles : les spermatides (deuxième génération de cellules haploïdes).
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génome diploïde donne ainsi naissance à 4 cellules filles haploïdes : spermatocytes secondaires ou 
spermatocytes II (Figure 6). 
Chaque division méiotique se décompose en 5 phases : la prophase, la métaphase, l’anaphase, 
télophase suivies de la cytodiérèse. La prophase de première division est une étape particulièrement 
longue qui peut elle même se subdiviser en 5 phases : leptotène, zygotène, pachytène, diplotène, 
diacinèse. La prophase 1 est marquée par deux événements majeurs. Les spermatocytes leptotènes 
traversent la barrière hémato-testiculaire lorsque celle-ci s’ouvre transitoirement pour permettre leur 
progression dans le compartiment apical de l’épithélium séminifère (Li et al., 2009). C’est également 
au cours de la prophase 1 (phase pachytène) que se déroule un échange de matériel génétique entre 
deux chromatides de chromosomes appariés. Cette recombinaison homologue  permet le brassage de 
l’information génétique et aboutit à la production de cellules germinales portant une association 
d’allèles uniques.  
Les deux cellules qui résultent de cette première division méiotique sont haploïdes : leur 
nombre de chromosome est réduit de moitié. Cette première phase de division est ainsi appelée 
division réductionnelle. La deuxième division méiotique se déroule comme une mitose classique. Les 
chromatides soeurs de chaque chromosome se répartissent entre les deux cellules filles. Le stock 
génétique est alors conservé ; cette division est dite équationnelle. Les cellules germinales portent à 
l’issu de cette phase le nom de spermatides rondes. 
1.3.3. La spermiogenèse 
La dernière phase de différenciation, ou spermiogenèse, débute immédiatement après la 2ème 
division méiotique. Les spermatides rondes post-méiotiques se trouvent alors enchâssées dans les 
cryptes des cellules de Sertoli auxquelles elles sont reliées par des jonctions intercellulaires 
spécialisées, les jonctions ectoplasmiques apicales (ES, Ectoplasmic specialization) (Russell, 1977a).  
Chez la souris, la spermiogenèse est décomposée en 16 étapes marquées par des changements 
morphologiques majeurs de la cellule germinale indispensables à la formation d’un spermatozoïde 
fonctionnel et de qualité (Figure 7) (Hess and Renato de Franca, 2008 Oakberg, 1956). On peut 
initialement distinguer les spermatides au noyau arrondi (stades 1 à 8) dont la chromatine homogène 
permet à ce stade une activité transcriptionnelle réduite consacrée uniquement aux transcrits codant les 
protéines utiles à la poursuite de la différenciation (essentiellement protéines de transition (Tnp1/
Tnp2) et protamines (Prm1/Prm2)) (Barreau et al., 2008 Steger, 1999). Puis les spermatides 
s’allongent progressivement (stades 8 à 11). Les spermatides matures présentent une chromatine alors 
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Figure 7. Principales modiﬁcations ultra structurales lors de la spermiogenèse.
La spermiogenèse est décomposée en 16 étapes à l’issue desquelles un spermatocyte II se différencie en un spermatozoïde testiculaire. Cette phase de 
différenciation est marquées par des changements morphologiques majeurs de la cellule germinale. L’appareil de Golgi fusionne pour donner une 
vésicule  unique,  l’acrosome.  Le centriole  distal  s'allonge progressivement  pour  former l’axonème,  squelette  du futur  ﬂagelle.  Les spermatides 
prennent peu à peu une apparence allongée. On les retrouve la tête enchâssée dans le cytoplasme de la cellule de Sertoli à laquelle elles sont reliées 
par des jonctions spécialisées, les jonctions ectoplasmiques spécialisées apicales (ES apicales). Les mitochondries se regroupent autour de la partie 
proximale de l'axonème dans la pièce intermédiaire du ﬂagelle. La majeur partie du cytoplasme est éliminée sous la forme de corps résiduels. Le 
noyau se condense sous l’effet du remplacement séquentiel des histones par les protéines de transition puis par les protamines. Quelques heures avant 
la spermiation les ES apicales laissent place aux complexes tubulobulbaires. Ces derniers faciliteront la libération des spermatozoïdes testiculaires 
dans la lumière du tube séminifère. 
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inactive structurée sous sa forme la plus compacte (stades 11 à 14). La majeure partie du cytoplasme 
est éliminée et on assiste au développement du flagelle (stades 14 à 16).  
a) Elimination du corps résiduel
Durant la spermiogenèse, la quasi-totalité du cytoplasme des spermatides est éliminée sous la 
forme d’une gouttelette contenant de nombreuses mitochondries, des vésicules golgiennes ainsi qu’une 
proportion importante d’inclusions lipidiques (Kingsley Smith et Lacy, 1959). Ces corps 
cytoplasmiques appelés corps résiduels seront pris en charge et phagocytés par les cellules de Sertoli. 
Les « phagosomes » vont alors migrer de l’apex vers la base des cellules de Sertoli. Au cours de ce 
trajet, leur membrane est digérée et une partie de leurs composants recyclée pour participer à 
l’initiation et au soutien d’un nouveau cycle de spermatogenèse.  
b) Développement du flagelle
Le flagelle se développe dès les premiers stades de la spermiogenèse. Les microtubules issus 
du centriole distal s’assemblent pour former le squelette du flagelle : l’axonème. Ce dernier est associé 
à de nombreuses protéines (ex : dynéïne) et est entouré à sa base d’une densité importante de 
mitochondries. Elles constitueront respectivement les moteurs et le « carburant » (ATP, Adenosine 
triphosphate) nécessaire au mouvement du flagelle. 
c) Développement de l’acrosome
Les multiples vésicules de l’appareil de Golgi migrent et fusionnent pour former une vésicule 
unique recouvrant les 2/3 supérieurs du noyau : l’acrosome (Ramalho-Santos et al., 2001). Son 
contenu s’apparente fonctionnellement aux lysosomes. Il contient des enzymes hydrolytiques 
(hyaluronidases, proacrosine…) dont l’activité est essentielle à la progression des spermatozoïdes à 
travers la zone pellucide de l’ovocyte lors de la fécondation.  
d) Compaction de la chromatine
Au cours de la spermiogenèse, le noyau des spermatides s’allonge et la chromatine se 
condense progressivement pour lui donner une apparence compacte. Cette étape est marquée par un 
remaniement majeur de la structure chromatinienne. Les histones associées à l’ADN se trouvent en 
grande majorité remplacées par de petites protéines basiques dites de transition (Tnp1 et Tnp2), qui 
seront elles-mêmes remplacées par d’autres protéines nucléaires spécifiques au testicule : les 
protamines (Prm1 et Prm2) (Wouters-Tyrou et al., 1998). Particulièrement riches en résidus cystéine, 
ces dernières seront étroitement associées les unes aux autres par de nombreux ponts disulfures et 
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Suite à la fécondation, le développement embryonnaire est marqué par une reprogrammation globale des génomes parentaux. L’ADN spermatique 
est activement déméthylé à l’exception des gènes soumis à empreinte. A E6.25, l’expression des facteurs de transcription Blimp1 et Prdm14 induit le 
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PGCs subiront une deuxième vague de déméthylation nécessaire au rétablissement de leur caractère totipotent. La quasi totalité des méthylations du 
génome acquises durant les premières phases de développement ainsi que celles héritées des génomes parentaux sont retirées. A partir de E15,5, le 
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permettront un état de compaction maximal de l’ADN. Le génome devient ainsi moins perméable et 
donc moins sensible aux agressions physiques et chimiques générées en présence d’agents mutagènes 
(Cho et al., 2001). L’intégrité de l’information génétique est alors préservée tout au long de la 
progression des spermatozoïdes dans les voies génitales mâles et femelles jusqu’à la fécondation (Cho 
et al., 2001). Cette structure chromatinienne particulière est donc déterminante pour assurer le 
maintien de l’intégrité du bagage génétique transmis à la descendance (Rousseaux et al., 2008)(Ward 
and Coffey, 1991). La forme qu’elle confère au noyau permettrait également de favoriser la 
pénétration du spermatozoïde au sein de l’ovocyte (Malo et al., 2006). L’intégration des protamines 
participe également à la constitution d’un code épigénétique à part entière essentiel à l’établissement 
du programme transcriptionnel du zygote lors des premières étapes de développement (Braun, 2001 
Carrell et al., 2007 de Mateo et al., 2007). 
1.3.4. Spermiation et maturation post-testiculaire 
La spermatogenèse s'achève par la libération des spermatozoïdes dans la lumière du tube 
séminifère. Cette étape, appelée spermiation fait intervenir de manière active les cellules de Sertoli qui 
vont permettre de faciliter la dissociation et le relargage des spermatozoïdes testiculaires (O’Donnell et 
al., 2011). 
A ce stade, le spermatozoïde est immobile et incapable de fécondation. Il possède néanmoins 
toutes les structures nécessaires à la poursuite de sa maturation. C’est dans l’épididyme qu’il va 
acquérir sa mobilité linéaire ainsi que l’aptitude à reconnaître et se fixer à la zone pellucide de 
l’ovocyte (Brown et al., 1983). D’autre part, sa chromatine continue à se condenser par la poursuite de 
la formation de ponts disulfures entre les protamines (Hi and Jm, 1971). 
Il est à noter que le spermatozoïde subira d’autres évènements de maturation dans les voies 
génitales femelles. L’événement de capacitation (acquisition d’une mobilité circulaire, hyperactivité 
flagellaire) est en effet nécessaire à l’obtention d’un gamète fécondant (Bedford, 1970). 
1.4. Epigénétique et spermatogenèse 
Tout au long de leur phase de migration pour rejoindre les crêtes génitales, les PGCs subissent 
un remaniement chromatinien global nécessaire à l’acquisition d’un nouveau profil épigénétique 
particulier aux cellules de la lignée germinale. La quasi totalité des méthylations du génome acquises 
durant les premières phases de développement ainsi que celles héritées des génomes parentaux est 
alors retirée (éléments transposables, gènes à empreinte parentale…) (Figure 8) (pour revue : 
(Apostolou and Hochedlinger, 2013). Les PGCs possèdent à nouveau un épigénome naïf associé au 
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rétablissement de leur caractère totipotent. Cette reprogrammation permet par la même occasion de 
limiter l’accumulation d’épi-mutations provenant des génomes parentaux (Hajkova et al., 2002). 
1.4.1. Mise en place de l’épigénome des cellules germinales 
Chez la souris, la perte de l’épigénome des PGCs est complète à E12.5. A partir de cet état 
naïf, les PGCs vont subir une série d’événements chromatiniens nécessaires au maintien de la stabilité 
de leur génome et à leur progression dans les différentes phases du processus de différenciation. Aussi, 
l’intervention séquentielle de multiples acteurs épigénétiques permet de réguler la dynamique 
d’expression de gènes clefs de la spermatogenèse. Les cellules germinales sont également le siège de 
remaniements chromatiniens uniques. Au cours des stades pré-méiotiques, la méthylation de l’ADN 
permet la mise en place de l’empreinte paternelle et l’inactivation des éléments transposables 
nécessaires à la progression de la méiose. Enfin, lors de la spermiogenèse, on assiste à une 
réorganisation des composants de la chromatine durant laquelle la quasi-totalité des histones est 
éliminée au profit de l’intégration des protamines. 
a) Méthylation de l’ADN
Le profil de méthylation de l’ADN est rétabli progressivement dans les gonocytes quiescents 
dès 15.5 jours embryonnaires. La méthylation de novo se poursuit en périnatal dans les 
spermatogonies et sera maintenue durant les stades méiotiques jusqu'à l’obtention de la cellule 
haploïde (Kato et al. 2007 Oakes et al., 2007). La ré-acquisition du profil de méthylation est 
indispensable au bon déroulement de la spermatogenèse et particulièrement à l’entrée et à la 
progression de la méiose. A la fin de la spermatogenèse, 90% du génome du gamète est méthylé 
(Kobayashi and Kono, 2012).  
i Les méthyl-transférases de l'ADN 
La méthylation de l’ADN consiste en l’ajout d’un groupement méthyle (-CH3) sur le 
cinquième carbone des cytosines dans un contexte de dimère CpG (Cytosine-p-Guanine) (Hotchkiss, 
1948 Hermann et al., 2004). Dans les cellules germinales, comme dans les cellules somatiques, la 
méthylation touche principalement les rétrotransposons, les régions répétées ainsi que les régions 
différentiellement méthylées (DMRs, Differentially Methylated Regions) des gènes dont l’expression 
est soumise à empreinte parentale (Chen and Li, 2006 Illingworth and Bird, 2009). Les CpGs sont 
également, présents organisés en îlots sur le promoteur de gènes à copie unique ; leur dynamique de 
méthylation-déméthylation est alors en lien avec le contrôle de leur expression (Rottach et al., 2009).  
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Figure 9. Expression des méthyl-transférases de l’ADN au cours des différents stades de la lignée germinale chez la souris.
Quantiﬁcation relative des taux de transcrits Dnmt3l, Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3a2 et  Dnmt3b dans les différentes sous-populations cellulaires du 
testicule de souris. 
Dnmt, DNA methyl transferase ; A, spermatogonies de type A ; B, spermatogonies de type B ; PL, spermatocytes pré-leptotènes ; L/Z, spermatocytes 
leptoténes/zygotènes ; PP, spermatocyte pachytènes prépubertaires ; P, spermatocytes pachyténes ; RS, spermatides rondes. Composé d’après La 
Salle et al. 2006, et La Salle et al. 2007.
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Les acteurs de la méthylation de novo de la lignée germinale mâle sont aujourd’hui bien 
caractérisés. Chez la souris comme chez l’homme, elle met en jeu l’action des membres de la famille 
des méthyl-transférases de l'ADN de type 3 : Dnmt3a, Dnmt3b et Dnmt3l (Dna methyltransferase) 
(Okano et al., 1999 Chedin et al., 2002). Fortement exprimées au sein des gonocytes en période 
fœtale, leur transcription est maintenue active dans la lignée germinale adulte (Watanabe et al., 2004a 
La Salle and Trasler, 2006 La Salle et al., 2007). On les retrouve alors essentiellement concentrées au 
niveau de stades pré-méiotiques (spermatogonie A et B) et du stade zygotène des spermatocytes 
(Figure 9). Les transcrits des Dnmt3a et 3b sont également détectés aux stades de spermatides rondes ; 
l’activité des Dnmts correspondantes serait impliquée dans la méthylation de novo de gènes 
spécifiques du testicule (Omisanjo et al., 2007 La Salle et al., 2004 La Salle and Trasler, 2006). 
Contrairement aux Dnmt3a et b, Dnmt3l ne porte pas d’activité catalytique méthyltransférase. Son 
rôle est néanmoins primordial pour guider l’action de ses deux homologues et orchestrer la cinétique 
d’acquisition de la méthylation sur des séquences déterminées (Figure 10) (Chedin et al., 2002 Chen 
et al., 2005 Bourc’his and Bestor, 2004).  
Dnmt1 est quant à elle impliquée dans le maintien de la méthylation au cours des divisions 
cellulaires (Fatemi et al., 2002 Hsieh, 2005). Certaines études lui attribuent également un rôle pour la 
méthylation de novo et ce en collaboration avec Dnmt3a (Jones and Liang, 2009 Gowher et al., 
2005). 
ii Histones et petits ARNs : les guides de la méthylation de novo 
L’intervention des Dnmts dans la lignée germinale suit une dynamique précise au cours du 
développement embryonnaire et de la gamétogenèse. Celle-ci est entre autre permise par la régulation 
de leur expression (méthylation de leur propre promoteur, facteurs de transcription Sp1-Sp3 ou 
encore miRNA Jinawath et al., 2005 Kishikawa et al., 2002 Meunier et al., 2012), mais également 
par le contrôle de leur activité méthyl-transférase.  
Dans la lignée germinale, l’action des Dnmts est guidée sur le plan spatio-temporel par 
d’autres mécanismes épigénétiques. On sait aujourd’hui que l’établissement de la méthylation sur une 
séquence d’ADN particulière s’accompagne de modifications post-traductionnelles des histones 
(Figure 11). Des études biochimiques ont démontré que la présence de résidus H3K4 méthylés ne 
permettait pas la fixation des protéines du complexe de méthylation de novo (Ooi et al., 2007 Zhang 
et al., 2010). Aussi, l’invalidation de la déméthylase H3K4me1/2 Kdm1b (LSD1, Lysine (K)-specific 
demethylase 1B) dans les ovocytes entraîne un défaut de mise en place de l’empreinte (Ciccone et al., 
2009). A l’inverse, la marque H3K36me3, apposée à la suite d’un événement transcriptionnel, favorise 
le recrutement de Dnmt3a et permet d’initier l’action du processus de méthylation sur des régions 
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Figure 11. Contexte chromatinien : guide de la méthylation de novo de la lignée germinale murine.
La présence de résidus H3K4me2/3 est défavorable au recrutement des Dnmt3a/l à la chromatine et protège l’ADN de la méthylation de novo. A 
l’inverse, la marque H3K36me3, apposée à la suite d’événements transcriptionnels, favorise l’intervention du complexe de méthylation Dnmt3a/l à 
l’ADN.
Dnmt, DNA methyl transferase ; ARN Pol II, ARN polymerase 2
Figure 12. Modèle de mise en place des proﬁls de méthylation par les piRNA dans la lignée germinale mâle.
(1) Les ARNs précurseurs sens et antisens des piRNA sont transcrits à partir de l’expression transitoire des éléments transposables. (2) Acheminés 
jusqu’au  compartiment  cytoplasmique,  les  pré-piRNA seront  associés  aux  complexes  PIWIs.  Ces  derniers  prendront  en  charge  leur  clivage 
permettant la génération et l’ampliﬁcation des piRNA correspondants. (3) et (4) De retour au noyau, les complexes PIWI-piRNA permettraient, par 
complémentarité  de  séquence,  le  recrutement  d’enzymes  de  modiﬁcation  d’histones  (H3K4  déméthylation,  H3K9  méthylation)  favorisant  la 
méthylation de novo des séquences régulatrices des éléments transposables.
Dnmt, DNA methyl transferase
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spécifiques (Dhayalan et al., 2010). Dans les gonocytes à E17.5, la transcription des régions à 
empreinte parentale sous l’influence des DMRs H19 et Igf2 est concomitante à l’acquisition de leur 
profil de méthylation (Henckel et al., 2012). La création d’un contexte chromatinien particulier par la 
modification des histones pourrait ainsi, à lui seul, constituer un événement épigénétique suffisant 
pour le contrôle de l’empreinte.  
La méthylation du génome des cellules germinales est également conduite par la génération de 
petits ARN non codants de la famille des piRNA (Aravin and Bourc’his, 2008). Ces ARNs d’une 
longueur de 24 à 30 nucléotides sont retrouvés spécifiquement dans la lignée germinale où ils sont 
associés aux protéines de la sous-famille Piwi, Miwi (Piwil1) et Mili (Piwil2), toutes deux exprimées 
dans le testicule (Banisch et al., 2012 Carmell et al., 2007 Kuramochi-Miyagawa et al., 2001). Leur 
rôle est aujourd’hui bien décrit dans le cadre de la répression transcriptionnelle des éléments 
transposables. Les souris mâles invalidées pour le gène codant Mili présentent un défaut de 
méthylation des éléments transposables et une stérilité consécutive à un défaut de spermatogenèse tel 
qu’observé chez les souris Dnmt3l-/- (Kuramochi-Miyagawa et al., 2008). D’autre part, l’invalidation 
du gène Miwi provoque un arrêt de gamétogenèse au stade plus tardif de spermatide ronde (Deng and 
Lin, 2002). Pour autant, le lien moléculaire entre les piRNA et les phases de spermiogenèse restent à 
ce jour inconnu. La mise en place de l’empreinte parentale sur le locus Rasgrf1-DMR ferait également 
intervenir des ARNs non codants (Watanabe et al., 2011). La mécanique mise en jeu des petits ARNs 
pour le recrutement des Dnmts reste pour le moment à démontrer. Le modèle actuel est basé sur ce qui 
est observé chez la levure (Figure 12) (Zofall and Grewal, 2006) : les petits ARNs, générés à partir de 
l’expression transitoire d’éléments transposables et amplifiés par le système Piwi, cibleraient la région 
génomique dont ils sont issus par complémentarité de séquence. Ils permettraient alors le recrutement 
d’acteurs de modifications post-traductionnelles des histones nécessaires à l’établissement d’un 
contexte chromatinien favorisant l’ancrage du complexe Dnmts. 
iii Séquences méthylées 
Bien que la majorité du profil de méthylation du génome de la lignée germinale soit acquit dès 
la naissance, son maintien à l’âge adulte est essentiel au bon déroulement des cycles de gamétogenèse. 
Des anomalies de méthylation de la lignée germinale sont montrées, chez l’homme, comme associées 
à l’infertilité (Kobayashi et al., 2007 Marques et al., 2004 Poplinski et al., 2010 Boissonnas et al., 
2010). Dans ce contexte, l’activité anormale des DNMTs pourrait engendrer des erreurs de la mise en 
place ou de la maintenance des profils de méthylation (Boissonnas et al. 2009, Marques et al. 2009). 
Figure 13. Organisation d'un cluster de gènes à empreinte parentale : exemple des locus Igf2 et Kcnq1ot1 chez la souris.
La région distale du chromosome 7 murin comporte deux domaines d’empreinte indépendants (KvDMR1 et H19-DMR).
H19-DMR, empreinte paternelle (Droite) : H19 s'exprime à partir de l'allèle maternel tandis que Igf2 est transcrit à partir de l'allèle paternel. Sur le 
chromosome maternel, le DMR n’est pas méthylé ce qui autorise le recrutement du facteur CTCF. Sa présence en tant qu’élément insulateur bloque 
l'action des séquences régulatrices de type enhancers pour la transcription de Igf2. A l’inverse, sur le chromosome paternel, la méthylation du DMR 
empêche la liaison de CTCF ce qui permet l’expression de Igf2. 
KvDMR1, empreinte maternelle (Gauche) : Le région à empreinte dépendante de KvDMR1 comporte une dizaine de gènes. Sur l’allèle maternel, la 
méthylation du KvDMR1 réprime l’expression du transcrit long-codant Kcnq1ot1. Exprimé uniquement à partir de l’allèle paternel, Kcnq1ot1 permet 
la création d’un contexte chromatinien défavorable à la transcription de gènes à expression maternelle situés sur le locus (ex. Cdnk2).
DMR, differential methylated region ; Igf2, Insulin growth factor 2 ; CTCF, CCCTC-binding factor ; Cdkn1c, Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C
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• Répression des éléments transposables
La méthylation de novo concerne en premier lieu les éléments transposables réveillés par les 
vagues de déméthylation lors de la reprogrammation des PGCs. Cette étape, initiée dès les stades 
gonocytes, est indispensable à la progression de la gamétogenèse à l’âge adulte. Aussi, l’invalidation 
chez la souris de Dnmt3l dans la lignée germinale entraîne un défaut de répression transcriptionnelle 
des éléments transposables de type IAP (Intracisternal A-particle) ou LINE (Long interspersed 
nuclear element) (Bourc’his and Bestor, 2004; Hata et al., 2006 Webster et al., 2005). Ceci conduit à 
un alignement anormal de leur séquence au cours des événements de recombinaison méiotique et à un 
arrêt prématuré de la spermatogenèse. D’autre part, la déméthylation transitoire d’éléments 
transposables lors des phases pré-méiotiques de chaque cycle de gamétogenèse à l’âge adulte, suggère 
que l’action des Dnmts, bien que majoritaire en période embryonnaire, soit requise tout au long de la 
vie de l’individu afin de garantir la stabilité du génome et la poursuite de la gamétogenèse (van der 
Heijden and Bortvin, 2009). Ceci est illustré chez la souris mâle par les conséquences de 
l’administration à l’âge adulte d’un inhibiteur de la méthylation de l’ADN (5-azacytidine, 5-aza-2'-
déoxycytidine) ; au terme du traitement, les animaux présentent une réduction du nombre de gamètes 
en lien avec l’arrêt de la gamétogenèse dès les stades méiotiques (Kelly et al., 2003). La réinjection de 
spermatogonies souches invalidées pour Dnmt3a et b dans le testicule de souris sauvages adultes 
montre que celles-ci sont incapables de générer une spermatogenèse complète. On assiste alors à un 
arrêt de la spermatogenèse au stade méiotique associé à la réactivation de certains éléments 
transposables (IAP, LINE-L1) (Takashima et al., 2009). 
• Mise en place de l’empreinte
Chez les mammifères, alors que la plupart des gènes sont exprimés de façon bi-allélique, 
l’empreinte parentale permet dans la lignée somatique de déterminer l’expression d’un certain nombre 
de gènes en fonction de leur origine allélique. On parle alors d’expression parentale ou mono-allélique 
(Barlow, 2011). On compte aujourd’hui 130 gènes soumis à empreinte chez la souris (Schulz et al., 
2008). Ces derniers sont organisés en régions chromosomiques, ou cluster, comportant une séquence 
régulatrice (DMRs, ICR, Imprinted Control Region) dont le statut de méthylation dépend de son 
origine allélique (Figure 13). La plupart des DMRs sont méthylés sur l'allèle maternel (ex. Igf2r, 
Snrpn) et il est dénombré à ce jour quatre régions sous l’influence de l’empreinte paternelle : H19-
Igf2, Dlk1-Gtl2, Gpr1-Zbdf2 et Rasgrf1-DMRs (Thorvaldsen et al., 1998 Yoon et al., 2002 Lin et al., 
2003 Kobayashi et al., 2009). Au cours de la migration des PGCs, l’empreinte des gènes à expression 
parentale est effacée et un nouveau profil de méthylation sera alors apposé de manière homogène sur 
le génome des gamètes selon le sexe du nouvel embryon.  
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Dans les spermatogonies issues des souris mâles invalidées pour le gène codant Dnmt3l une 
altération des niveaux de méthylation des DMRs, plus ou moins importante selon le locus considéré, 
souligne l’implication de la machinerie des Dnmts pour l’acquisition de l’empreinte paternelle 
(Bouc’his and Bestor, 2004 ; Kato et al., 2007). Aussi, l’invalidation spécifique de Dnmt3a dans la 
lignée germinale conduit au défaut de méthylation des gènes à empreinte H19 (H19-DMR), Dlk1-Gtl2 
(IG-DMR) (Kaneda et al., 2004). On sait aujourd’hui que la mise en place de l’empreinte parentale n’a 
pas uniquement lieu durant le développement embryonnaire mais que certains DMRs (DMRs des 
régions H19-Igf2, Rasgrf1 et Dlk1-Gtl2) finissent d’acquérir leur profil de méthylation entre les stades 
de spermatogonie A et le stade pachytène lors de la spermatogenèse adulte (Oakes et al., 2007). Chez 
l’homme, des défauts de méthylation des DMRs à empreinte paternelle (H19-DMR), ou la méthylation 
aberrante des DMRs à empreinte maternelle (PLAG1, DIRAS3, HRAS, NTF3, MT1A, PAX8, SFN, 
LIT1), sont associés à une mauvaise qualité spermatique (Kobayashi et al., 2007 Marques et al., 2004 
Poplinski et al., 2010 Boissonnas et al., 2010). Donc, la transmission par les spermatozoïdes de cette 
altération au génome du zygote a des conséquences importantes sur le développement du futur 
embryon, son métabolisme ou son comportement (Ferguson-Smith et al., 2004). Elle est notamment 
associée à de nombreux syndromes ; les syndromes de Beckwith-Weidemann ou de Silver-Russel 
résultent tous les deux d’une altération d’empreinte sur le locus H19-IGF2. L’exposition de modèles 
animaux à des perturbateurs de type endocriniens tels que la vinclozoline a été démontrée comme 
associée à une altération de l’épigénome de la lignée germinale et à un défaut de spermatogenèse qui 
sera transmis sur plusieurs générations (Anway et al., 2005).  
• Promoteurs de gènes et progression de la différenciation
La méthylation du génome germinal contrôle également la cinétique d’expression de gènes 
impliqués dans la progression de la spermatogenèse. Ceci est par exemple illustré par la dynamique du 
statut de méthylation des régions promotrices des gènes codant les Protamines 1 et 2 (Prm1/2) ou la 
protéine de transition Tnp1 ; protéines dont l’intervention est nécessaire lors des stades tardifs de la 
gamétogenèse. Tandis que les séquences associées à Tnp1 sont déméthylées au fur et à mesure de la 
différenciation, celles associées aux Prm1/2 se voient progressivement méthylées et n’acquièrent leur 
profil complet que durant les stades méiotiques (Trasler et al., 1990 Ariel et al., 1991). C’est 
également le cas d’autres séquences uniques telles que celles codant les gènes Abt1 (activator of basal 
transcription 1), Tcf3 (Transcription factor 3) ou Polg (DNA polymerase gamma) ; leur profil de 
méthylation ne sera achevé qu’au cours de la différenciation des cellules germinales entre le stade de 
spermatogonie de type A et le stade spermatocyte pachytène (Oakes et al., 2007).  
Le rôle déterminant des processus de méthylation de l’ADN pour le maintien du statut de 
différenciation de la lignée germinale est notamment illustré par les données obtenues dans le cadre de 
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cancers testiculaires chez l’homme. Une hypométhylation globale du génome a été également mise en 
évidence dans des tumeurs germinales de type séminomes ou néoplasies germinales (Netto et al., 
2008). A l’inverse une hyperméthylation globale est observée dans des tumeurs de type non 
séminomateuses (Netto et al., 2008). D’autre part, plusieurs études décrivent une altération de 
l’expression des DNMTs dans le cadre de tumeurs testiculaires. Des niveaux élevés de transcrits 
codant DNMT3A, B ou L sont retrouvés au niveau de tumeurs germinales (carcinome embryonnaires) 
(Biermann et al. 2007, Godmann et al. 2009). De rares études associent à ce jour le développement 
tumoral à l’altération du statut de méthylation de séquences de gènes spécifiques. Le gène suppresseur 
de tumeur RASSF1A (Ras association domain family 1 isoform) est hyperméthylé dans 40% des cas de 
cancers germino-testiculaires de type séminomes et 80% des cas de non séminomes (Godmann et al. 
2009). 
b) Modifications post-traductionnelles des histones
En plus de la méthylation de l’ADN, de nombreuses modifications épigénétiques associées au 
code histone ont lieu au cours de la spermatogenèse. Comme évoqué précédemment, certaines 
permettent de signaler les séquences d’ADN devant être méthylées (H3K4me – H3K36me). D’autres 
telles que l’intégration de variants d’histones et l’hyperacéthylation de l’histone H4 sont essentielles à 
l’initiation des étapes de condensation de la chromatine lors de la spermiogenèse. 
Le code histone permet également de réguler l’expression d’acteurs clefs des différentes 
phases de la spermatogenèse. Les travaux de Zhang ont montré que la déméthylase Jmjd1A (JmjC-
domain-containing histone demethylase 2A ou Kdm3a, Lysine-specific demethylase 3A), qui 
déméthyle spécifiquement les résidus H3K9me3, est nécessaire à la spermatogenèse (Okada et al., 
2010). Son invalidation chez la souris conduit à une infertilité associée à un défaut de compaction du 
noyau des spermatides. L’analyse des promoteurs de Prm1 et Tnp1 montre une accumulation de la 
méthylation de H3K9 par rapport aux souris sauvages conduisant à une répression de l’expression de 
ces protéines nécessaires à la condensation de la chromatine. 
L’acquisition d’autres marques est essentielle sans pour autant que leur rôle moléculaire précis 
pour le contrôle d’évènements clefs de la spermatogenèse ne soient identifiés à ce jour. L’histone 
méthyltranférase G9a (KMT1C, histone lysine methyltransferases 1C) est exprimée durant les stades 
précoces de la spermatogénèse, dans les spermatogonies et le stade leptotène. Son invalidation chez la 
souris mâle conduit une infertilité associée à un arrêt de spermatogenèse au stade pachytène 
(Tachibana et al., 2007). Dans les stades plus tardifs, la méthylation de H3K9 est assurée par les 
enzymes Suv39-h1 et Suv39-h2 (Smith et al., 2003). Les souris Suv39h1/2-/- sont stériles ; dans les 
cellules germinales, le défaut de marque H3K9me au niveau des régions chromosomiques péri-
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centromériques est associé à une perturbation des étapes de recombinaison homologue lors de la 
méiose et à une instabilité génomique (Peters et al., 2001). Enfin, l’histone méthyl transférase Ezh2 
(Enhancer of zeste 2), à l’origine de la marque H3K27me3, a été mise en évidence au niveau des 
spermatides rondes. Sa colocalisation avec le variant d’histone H1t2 suggère qu’elle puisse participer à 
son intégration à la chromatine (Lambrot et al., 2012).  
c) La transition histone-protamine
La spermatogenèse est marquée par un remaniement unique de la structure chromatinienne. 
Au moment de la spermiogenèse, les histones associées à l’ADN se trouvent en grande majorité 
remplacées par de petites protéines basiques dites de transition (Tnp1 et Tnp2), qui seront elles-mêmes 
remplacées par d’autres protéines nucléaires spécifiques au testicule : les protamines (Prm1 et Prm2) 
(Wouters-Tyrou et al., 1998).  
Cette transition repose sur la succession de plusieurs événements épigénétiques qui requièrent 
la coopération d’une série d’acteurs moléculaires essentiels à l’aboutissement de la spermiogenèse. En 
première ligne interviennent les facteurs de transcription et enzymes de modification des histones 
nécessaires à l’expression des nouveaux constituants de la chromatine.  
Chez la souris, les protéines de transition ainsi que les protamines sont transcrites dès le stade 
de spermatide ronde (stade 7). Leurs ARNm sont stockés et ne seront traduits qu’au stade de 
spermatide allongée (stades 14 à 16) (Steger, 1999)(Morales et al., 1991). La transcription des Tnp1/2 
et Prm1/2 est prise en charge par le facteur de transcription Crem (c-AMP response element 
modulator), principal effecteur de la voie AMPc (Adénosine MonoPhosphate Cyclique), et par son co-
activateur l’histone déméthylase Jmjd1a. Les souris invalidées pour les gènes codants Crem (Nantel et 
al., 1996) ou Jmjd1a (Okada et al., 2010 Liu et al., 2010) sont stériles et présentent un arrêt de la 
spermatogenèse au stade de spermatide ronde associé un défaut d’expression des Prm1/2 et Tnp1/2. 
D’autre part, la double invalidation Tnp1/Tnp2 se traduit par une infertilité totale liée à des anomalies 
majeures de la morphologie des spermatozoïdes et à une décondensation partielle de la chromatine 
(Zhao et al., 2004). De même, les souris hétérozygotes pour l’invalidation des gènes codant Prm1 ou 
Prm2 présentent des défauts de compaction de la chromatine et sont stériles (Cho et al., 2001). 
La libération et le remplacement des histones au profit des protamines requièrent une étape 
préalable de déstabilisation des nucléosomes mettant en jeu plusieurs procédés de remaniements 
chromatiniens (Figure 14). 
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Figure 14. Les mécanismes de régulation de la transition histone-protamine.
La libération et le remplacement des histones au proﬁt des protamines requièrent une étape préalable de déstabilisation des nucléosomes mettant en 
jeu plusieurs  procédés  de remaniements  chromatiniens.  A,  Représentation schématique de la  cinétique d’intervention des  acteurs  moléculaires 
participant à la transition histone-protamine. B, Les Hat conduisent à l’hyperacétylation des histones H4. Celles-ci acquièrent une charge négative 
déstabilisant  la  structure  du  nucléosome.  Cet  événement  est  couplé  à  l’incorporation  de  variants  d’histones  par  les  chaperonnes  Hira.  La  E3 
ubiquitine ligase Rnf8 permet quant à elle l’ubiquitination et le protéolyse des histones H2A et H2B. Les histones hyperacétylées sont reconnues par 
les protéines BrdT. Elles faciliteront à leur tour le recrutement des complexes de remodelage chromatinien (Swi/Snf) nécessaires à la relaxation de la 
chromatine. L’intégration des protéines de transition est facilitée par l’intervention des chaperonnes d’histones Hspa2. La Topoisomérase 2b induit 
des cassures double brins de l’ADN ce qui contribue à diminuer la tension de la double hélice. Cet événement conduit au recrutement de Parp sur les 
sites  de cassures.  Par  l’ajout  de résidus PAR, il  favorisera  le  déstabilisation des nucléosomes et  l’intégration des protamines acheminées à  la 
chromatine par les chaperonnes Caf-1. Modiﬁée à partir de Rathke et al., 2014. 
Hat, Histone acetyl transferase ; Parp, Poly ADP ribosyl Polymerase ; PAR, Poly ADP rybosyl ; Rnf8, Ring ﬁnger protein 8 ; Caf-1, Chromatine 
Assembly Factor 1 ; Top2b, Topoisomérase 2b ; Prm, Protamine ; Tnp, Protéine de transition ; 
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i Intégration de variants d’histone 
Dès la fin de la méiose, des variants d’histones sont intégrés aux nucléosomes et participent à 
la fragilisation de leur structure (Godde, 2009). Plusieurs variants sont décrits pour chacune des 
histones « canoniques » existantes. Dans les cellules germinales, on retrouve principalement les 
variants des histones H1, H2A, H2B, et H3. Le variant H1t2 est l’un des variants spécifiques au 
testicule. Son expression est détectée dans les cellules germinales dès la fin de la méiose jusqu’à la fin 
de la réorganisation chromatinienne. Sa présence est essentielle à la production de spermatozoïdes 
fonctionnels ; son invalidation conduit chez la souris à des défauts de condensation chromatinienne 
associée à une tératozoospermie conduisant à une réduction de la fertilité (Tanaka et al., 2005 
Martianov et al., 2005). 
ii Modifications post-traductionnelles des histones 
La transition histone-protamine est marquée par une vague d’hyper-acétylation de l’histone H4 
sur quatre de ses résidus lysine : H4K5, H4K8, H4K12 et H4K16 (Grimes and Henderson, 1984 
Morinière et al., 2009). Au cours de la spermiogenèse, ce signal d’hyper-acétylation apparaît comme 
un prérequis à l’intégration des Tnp1/2 et Prm1/2. La diminution des niveaux d’acétylation chez 
l’homme ou la souris est associée à une infertilité (Sonnack et al., 2002 Fenic et al., 2004). L’histone 
H4 hyper-acétylée acquière une charge négative qui favorise sa dissociation de l’ADN dont la charge 
est également négative. La structure des nucléosomes se relâche et facilite la libération des histones au 
profit de l’intégration des protéines de transition (Rathke et al., 2007). Outre ce phénomène physique, 
les résidus acétylés constituent un signal moléculaire permettant le recrutement de protéines 
nucléaires de type BrdT (Bromodomain testis-specific protein), démontrées in vitro et in vivo chez la 
souris comme étant impliquée dans le remaniement chromatinien (Pivot-Pajot et al., 2003). Les 
mécanismes précis de l’action des BrdT pour la transition histone-protamine de la lignée germinale 
restent à ce jour méconnus. L’intégrité des bromo-domaines des BrdT, domaines de reconnaissance 
des résidus acétylés (Winston and Allis, 1999), a été montrée comme essentielle à la spermiogenèse et 
au maintien de la fertilité (Shang et al., 2007 Berkovits and Wolgemuth, 2011). Chez le rat, BrdT 
interagit avec Smarce1 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, 
subfamily e, member 1), membre du complexe de remodelage chromatinien Swi/Snf. Leur association 
est particulièrement élevée au moment de la vague d’hyper-acétylation précédant l’intégration des 
protéines de transition à la chromatine (Dhar et al., 2012). 
D’autres modifications post-traductionnelles participent à la dissociation des nucléosomes 
(Sheng et al., 2014). La E3 ubiquitine ligase Rnf8 (Ring finger protein 8) permet l’ubiquitination et la 
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protéolyse des histones H2A et H2B par le protéasome. Son activité est essentielle au remaniement des 
nucléosomes et à la spermatogenèse (Ma et al., 2011). 
iii Chaperonnes d’histones 
L’élimination des histones et l’intégration des nouveaux composants à la chromatine 
nécessitent l’intervention de mécanismes de remodelage actifs dépendants de l’ATP (Park and Luger, 
2008). Ainsi un certain nombre de chaperonnes d’histones sont nécessaires à la spermiogenèse. HspA2 
(Heat shock proteins A2 ou Hsp 70.2) est une chaperonne spécifique du testicule exprimée dans les 
cellules germinales post-méiotiques où elle interagit avec les protéines de transition (Govin et al., 
2006). Son invalidation chez la souris entraîne l’absence de cellules germinales post-méiotiques et une 
infertilité (Dix et al., 1996). De même, la chaperonne d’histone Caf-1 (Chromatin assembly factor 1) 
est nécessaire à l’intégration des protamines (Doyen et al., 2013). Son activité n’apparaît cependant 
pas être requise pour la dissociation des histones à la chromatine. 
iv Relaxation de la double hélice d’ADN 
La réorganisation de la chromatine nécessite une étape préalable de relâchement de la double 
hélice d’ADN. Celle-ci est rendue possible par la génération de cassures doubles brins transitoires 
catalysée par la Topoisomérase-2-beta (Top2b) (Laberge and Boissonneault, 2005 McPherson and 
Longo, 1993 Rathke et al., 2007 Smith and Haaf, 1998 Marcon and Boissonneault, 2004). 
Parfaitement physiologiques, ces dernières entraînent l’activation des protéines Parp1/2 (Poly ADP 
ribose polymérase 1 et 2) (Amé et al., 2004). Recrutées sur les sites de coupures de l’ADN, les Parps 
catalysent la formation de polymères d’ADP-Ribose ou PAR (Poly(ADP)-Ribose) sur leurs protéines 
cibles. Celles-ci acquièrent alors une charge négative et se dissocient de l’ADN (Meyer-Ficca et al., 
2011). De cette manière Parp1/2 s’auto-inactive et limite l’action de la Top2b. Les variants d’histones 
H1t et Hils1 sont également « PARylés » (Faraone-Mennella et al., 1999 Kim et al., 2004) et 
l’invalidation de Parp1 (souris Parp1-/-) ou des approches d’inhibition pharmacologique de son 
activité entraîne, chez la souris, une rétention anormale des nucléosomes, une décondensation du 
noyau des spermatozoïdes ainsi qu’une hypofertilité associées à des anomalies de développement de 
la descendance (Meyer-Ficca et al., 2009, Ihara et al., 2014). Il en est de même lorsque le gène codant 
Parg, enzyme responsable du catabolisme des polymères PAR, est invalidé ou l’activité de la protéine 
inhibée (Meyer-Ficca et al., 2009 Ihara et al., 2014). Le maintien de l’homéostasie testiculaire de 
PARylation apparaît ainsi comme crucial pour la production de spermatozoïdes matures et 
fonctionnels capables de générer une descendance saine.  
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d) Les histones et le spermatozoïde
Bien que dans le spermatozoïde mature la majorité des histones soit remplacée au profit des 
protamines, quelques régions de l’ADN restent liées aux nucléosomes. Chez la souris, celles-ci 
représentent environ 1-4% du génome tandis que chez l’homme près de 5-15% de la chromatine 
demeure associée aux histones (Wykes and Krawetz, 2003 De Vries et al., 2012). 
Les nucléosomes ne sont pas répartis aléatoirement sur le génome du spermatozoïde. On les 
retrouve particulièrement enrichis au niveau de régions centromériques et télomériques des 
chromosomes (Zalenskaya et al., 2000) ainsi que sur les séquences d’ADN de type rétrotransposons 
(LINE1, Long interspersed elements et SINE, Short interspersed elements) (Pittoggi et al., 1999). La 
rétention des nucléosomes aurait ainsi pour rôle de signaler ces régions particulièrement sensibles 
(aussi bien sur le plan structural que fonctionnel) pour que celles-ci soient reconnues et leur 
chromatine réorganisée au plus tôt après la fécondation. 
La présence d’histones a également été mise en évidence sur les séquences promotrices de 
gènes clefs du développement embryonnaire ou dans les régions régulatrices de gènes à empreintes 
parentales (Brykczynska et al., 2010)(Gatewood et al., 1987 Hammoud et al., 2010 Arpanahi et al., 
2009). Les marques d’histones permissives H3K4me2 et H3K4me3 sont par exemple retrouvées sur le 
promoteur des gènes homéotiques dont l’expression est cruciale dès les premières phases du 
développement fœtal. La marque ouverte H3K4me3 est aussi retrouvée sur les séquences régulatrices 
de gènes à empreinte d’expression allélique paternelle. Sur ces régions particulières, l’encodage des 
histones permettrait de maintenir la chromatine dans un état décondensé, rapidement accessible à la 
machinerie transcriptionnelle. A l’opposé, la marque répressive H3K27me3 se trouve enrichie aux 
promoteurs de gènes dont l’expression, requise pour le développement fœtale, ne doit être initiée que 
plus tardivement à partir des stades post-implantatoires du développement embryonnaire.  
La rétention des histones sur le génome du spermatozoïde et la nature de leurs modifications 
post-traductionnelles constituent un code épigénétique à part entière nécessaire au bon déroulement du 
programme transcriptionnel du zygote. Cette notion fait partie intégrante du concept de transmission 
épigénétique par le gamète au même titre que la méthylation de l’ADN. Aussi, l’altération de la mise 
en place de ce code dans les cellules germinales peut influencer la qualité du bagage génétique 
transmis à la descendance. Chez l’homme, des altérations du ratio Protamine1/Protamines2, égal à 1 
en conditions physiologiques, sont associées à l’infertilité (Mengual et al., 2003 Torregrosa et al., 
2006). De même, des travaux récents ont mis en évidence une rétention anormale des histones 
globales dans les spermatozoïdes d’hommes stériles (Hammoud et al., 2011). Celle-ci est associée à 
une altération des niveaux des marques H3K4me2/3 ou H3K27me3 sur le promoteur de gènes 
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spécifiques : gènes développementaux ou gènes à empreinte parentale. Ces mêmes régions présentent 
par ailleurs des profils anormaux de méthylation de l’ADN (Hammoud et al., 2011), tels que ceux qui 
avaient pu être observés au préalable dans le cadre d’études menées à partir de sperme de patients 
atteints de troubles de la fertilité (Kobayashi et al., 2007 Marques et al., 2004 Poplinski et al., 2010 
Boissonnas et al., 2010).    
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Figure 15. La cellule de Sertoli, support structural et nutritif de la lignée germinale.
Les cellules de Sertoli dessinent un échafaudage pouvant accueillir de 30 à 50 cellules germinales à des stades de maturation différents. Le contact 
entre les  faces baso-latérales des cellules de Sertoli  (S)  forme la barrière hémato-testiculaire (BHT) et  divise l’épithélium séminifère en deux 
compartiments  :  l’un  basal,  comportant  les  spermatogonies  (SG) et  les  spermatocytes  pré-leptotènes  (PrS),  l’autre  apical  contenant  les  stades 
spermatocytes pachytènes (PS) et les stades spermatides rondes (rSp) puis allongées (Sp). Lame basale (LB). Lumière séminale (L).
(Gauche) Représentation schématique de la surface d’une cellule de Sertoli de rat. Modiﬁée à partir de Hess & França, 2005 ; (Centre) Image de 
microscopie électronique de l’épithélium séminifère de souris ;  (Droite) Représentation schématique de la structure de l’épithélium séminifère. 
Modiﬁée daprès Mruk and Cheng, 2004.
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2. La cellule de Sertoli
En relation étroite avec les cellules germinales tout au long de leur différenciation, elle en 
assure le soutien architectural et nutritif (Griswold, 1998). L’ensemble de son activité est régulé par 
l’axe hypothalamo-hypophysaire via la FSH, la testostérone, mais également localement par les 
signaux juxtacrines et paracrines émis par la lignée germinale. Un certains nombres de composés 
autocrines permettent également à la cellule de Sertoli de réguler sa propre activité. 
2.1. Fonctions 
2.1.1. Rôle architectural 
Etendue sur toute l’épaisseur de l’épithélium séminifère, la cellule de Sertoli dessine un 
échafaudage pouvant accueillir de 30 à 50 cellules germinales à des stades de maturation différents 
(Figure 15) (Weber et al., 1983). Les cellules de Sertoli constituent ainsi une plateforme assurant, au 
travers d’un réseau complexe de jonctions intercellulaires ancrées à son cytosquelette, la cohésion de 
l’épithélium séminifère et la progression des cellules germinales tout au long de leur différenciation 
(pour revue Mruk and Cheng, 2004). La cellule de Sertoli est également à l’origine de la sécrétion des 
composants de la matrice extracellulaire (Collagène, Laminine), ciment de l’épithélium dans lequel 
évoluent les cellules germinales (Skinner et al., 1985). Cette proximité cellulaire garantit l’accès des 
cellules germinales aux nutriments, facteurs de croissances et autres acteurs paracrines sécrétés par la 
cellule de Sertoli ; ces derniers guideront l’avancée des cellules germinales dans le processus de 
différenciation. 
Chaque cellule de Sertoli est également au contact d’une demi-dizaine d’autres cellules de 
Sertoli. Ces interactions cellulaires forment au tiers inférieur du tube séminifère une frontière semi-
perméable, la barrière hémato-testiculaire (BHT). La BHT s’établit au moment de la puberté sous 
l’effet des androgènes et des rétinoïdes (De Gendt and Verhoeven, 2012 Sharpe et al., 2003 Tarulli et 
al., 2012). Elle sépare alors physiquement et fonctionnellement l’épithélium en deux compartiments. 
Les spermatogonies ainsi que les spermatocytes I pré-leptotènes sont localisés dans le compartiment 
basal tandis que les stades de différenciation plus avancés sont localisés dans le compartiment apical 
(Dym and Cavicchia, 1978). La BHT permet la constitution d’un microenvironnement spécialisé 
indispensable à la survie des cellules germinales en cours de différenciation (Pelletier and Byers, 
1992) : 1 - La BHT porte la fonction de filtre moléculaire et restreint le passage de molécules à taille 
réduite vers le compartiment luminal du tube séminifère. Elle facilite la diffusion de la testostérone et 
permet, à l’inverse, de protéger les cellules germinales haploïdes de l’exposition à des substances 
toxiques telles que les xénobiotiques (Okumura et al., 1975) ; 2 - La BHT délimite un environnement 
de privilège immunitaire nécessaire à la spermatogenèse. Elle permet d’isoler les cellules post-
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Figure 16. Tableau récapitulatif des principaux composants protéiques des différents types de jonctions intercellulaires de 
l’épithélium séminifère.
L’épithélium séminifère est composé d’un assortiment de trois types de jonctions épithéliales : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les 
jonctions  communicantes.  Toutes  présentent  une  architecture  similaire  :  une  protéine  transmembranaire  est  associée  à  des  protéines  intra-
cytoplasmiques dites adaptatrices. Certaines permettent l’ancrage des complexes de jonctions au cytosquelette. D’autre jouent le rôle de molécule de 
signalisation. 
Jam, Junctional adhesion molecules ; Zo, Zonula occludens ; Fak, Focal adhesion kinase ; p38Mapks, Mitogen-activated protein kinases ; Erk, 
Extracellular signal-regulated kinases ; Jnk, c-Jun N-terminal kinase ; N-Wasp N- Wiskott-Aldrich syndrome family protein ; Esp8, Exocrine gland 
secreted peptide 8 ;  Pten,  Phosphatase and TENsin homolog ;  Arp2/3,  Actin related protein 2/actin related protein 3 ;  BHT, barrière hémato 
testiculaire. Modiﬁé à partir de Mruck et Cheng, 2004.
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méiotiques et les nombreux antigènes présents à leur surface de la circulation systémique et prévient 
ainsi l’entrée des immunoglobulines ou des lymphocytes dans le compartiment luminal de 
l’épithélium (Fijak et al., 2011) ; 3 - La BHT sépare les cellules de Sertoli elles mêmes en deux pôles, 
basal et apical, respectivement au contact des compartiments basal et luminal de l’épithélium 
séminifère. La cellule de Sertoli acquière ainsi une sécrétion dite polarisée. Cette configuration permet 
la distribution et la diffusion de molécules dans un compartiment choisi. 
a) Géographie des jonctions intercellulaires de l’épithélium
séminifère 
L’architecture de l’épithélium séminifère est constituée d’un réseau complexe de jonctions 
intercellulaires qui unissent les cellules germinales entre elles, les cellules germinales aux cellules de 
Sertoli et les cellules de Sertoli entre elles pour constituer la BHT (Mruk and Cheng, 2004 Russell 
and Peterson, 1985). On distingue classiquement trois types de jonctions épithéliales : les jonctions 
serrées, les jonctions communicantes, et les jonctions adhérentes. Toutes présentent une architecture 
similaire faisant intervenir plusieurs constituants protéiques (Figure 16) (Tsukita et al., 2001 Perez-
Moreno et al., 2003 Dermietzel et al., 1990). Une protéine transmembranaire est associée à des 
protéines intracellulaires dites adaptatrices. Certaines possèdent une activité de molécule de 
signalisation ; elles sont impliquées dans la régulation de la dynamique des complexes de jonction et 
dans de nombreuses fonctions cellulaires (différenciation, prolifération). D’autres jouent le rôle 
d’intermédiaires pour ancrer l’ensemble de la structure au cytosquelette (actine ou filaments 
intermédiaires). 
Contrairement à d’autres épithéliums où la distribution des différents types de jonctions 
intercellulaires est clairement régionalisée, elles sont, dans le tube séminifère, entrecroisées et 
interagissent aussi bien physiquement que fonctionnellement pour assurer la progression de la 
spermatogenèse (Figure 17). 
i Les jonctions serrées 
Les jonctions serrées sont concentrées au tiers inférieur de l’épithélium séminifère, au niveau 
de la BHT. Elles associent de manière étroite les membranes de 2 cellules de Sertoli adjacentes et 
forment au côté des jonctions communicantes et des jonctions adhérentes (spécialisations 
ectoplasmiques basales, desmosomes, complexe tubulobulbaire) une plateforme de jonctions 
intercellulaires synchronisées dont la dynamique d’ouverture et fermeture permet la progression des 
spermatocytes pré-leptotènes dans le compartiment apical lors de la phase méiotique (Pelletier and 
Byers, 1992 Wong and Cheng, 2005 Lui et al., 2003b Russell, 1977b).  
Figure 17. Représentation schématique de la géographie des jonctions intercellulaires de l’épithélium séminifère.
Les hémidesmosomes ancrent les cellules de Sertoli à la lame basale. Au tiers inférieur de l’épithélium séminifère, les complexes de jonctions de la 
BHT  (jonctions  serrées,  jonctions  communicantes,  spécialisations  ectoplasmiques  basales  et  desmosomes)  associent  de  manière  étroite  les 
membranes de 2 cellules de Sertoli adjacentes. Cette structure divise l’épithélium en deux compartiments : l’un basal, l’autre apical. Les jonctions 
adhérentes de type desmosomes accompagnent les cellules germinales tout au long de leur parcours à la surface des cellules de Sertoli. Elles laissent 
place aux spécialisations ectoplasmiques apicales lors des stades d’élongation des spermatides. Quelques heures avant la spermiation les complexes 
tubulobulbaires facilitent l’internalisation des complexes de jonctions et la libération des spermatozoïdes dans la lumière du tube séminifère. Les 
jonctions communicantes sont retrouvées sur toute l’épaisseur de l’épithélium. Elles relient les cellules germinales aux cellules de Sertoli, et les 
cellules  germinales  entre  elles,  pour  permettre  l’échange de substances nécessaires  à  la  synchronisation de la  physiologie des différents  types 
cellulaires.  (Gauche) Représentation schématique de la  répartition des jonctions intercellulaires  de l’épithélium séminifère.  (Droite)  Images de 
microscopies électroniques illustrant de bas en haut : les hémidesmosomes, les complexes de jonction de la BHT, les jonctions ectoplasmiques 
apicales. 
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ii Les jonction adhérentes 
Les jonctions adhérentes sont distribuées sur toute l’épaisseur de l’épithélium séminifère 
(Mruk and Cheng, 2004). Elles relient directement le cytosquelette des cellules de Sertoli à 2 types de 
structures (Tsukita et al., 2001). 
• Cytosquelette à la matrice extracellulaire
Les jonctions adhérentes reliant le cytosquelette d’une cellule à la matrice extracellulaire qui 
l’entoure sont les jonctions focales et les hémidesmosomes. Dans le testicule, les hémidesmosomes 
sont retrouvés uniquement dans le compartiment basal de l’épithélium séminifère. Ils permettent 
l’ancrage du pôle basal des cellules de Sertoli à la membrane basale du tube séminifère, considérée 
dans ce cas précis comme une matrice extracellulaire spécialisée (Russell and Peterson, 1985). 
• Cytosquelette d’une cellule au cytosquelette de la cellule voisine
Les jonctions adhérentes reliant le cytosquelette d’une cellule au cytosquelette de la cellule 
voisine (Sertoli ou cellules germinales) sont les jonctions adhérentes de type desmosomes, 
spécialisations ectoplasmiques et complexe tubulobulbaire. 
Les jonctions adhérentes de type desmosomes accompagnent les cellules germinales tout au 
long de leur parcours à la surface des cellules de Sertoli (Lie et al., 2011). On les retrouve entre les 
cellules de Sertoli et les spermatogonies, spermatocytes et spermatides rondes. Lors de la 
spermiogenèse, les desmosomes laissent place à des jonctions adhérentes particulières au testicule : les 
spécialisations ectoplasmiques apicales (Russell, 1977c). 
Jonctions adhérentes spécifiques à l’épithélium séminifère, les spécialisations ectoplasmiques 
(ES, Ectoplasmic specialization) sont ancrées dans le cytoplasme des cellules de Sertoli à des 
filaments d’actine hautement organisés leur conférant une structure particulièrement rigide (Grove and 
Vogl, 1989). Ces derniers forment une architecture hexagonale enchâssée entre le réticulum 
endoplasmique et la membrane cytoplasmique des cellules de Sertoli. Les ES sont présentes à deux 
niveaux :  
Les ES basales sont retrouvées à la jonction entre deux cellules de Sertoli au niveau de la BHT 
(Pelletier and Byers, 1992). Elles forment une structure symétrique de part et d’autre du site de contact 
et sont étroitement associées aux jonctions serrées. Leur intégrité est essentielle à la dynamique 
d’ouverture/fermeture de la BHT. 
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Les ES apicales sont situées entre les cellules de Sertoli et les spermatides en cours 
d’élongation (Wong et al., 2008). Le site d’ancrage à l’actine est ici asymétrique car présent 
uniquement au sein des cellules de Sertoli. Les ES apicales associent des complexes 
transmembranaires d’origines diverses: certains sont similaires à ceux retrouvés aux jonctions 
adhérentes « classiques » (Cadhérine-Caténine, Nectine-Afadine) (Mulholland et al., 2001), d’autres 
appartiennent au complexe laminine-intégrine retrouvé habituellement dans le cadre des jonctions 
focales. Dans ce cas particulier, le complexe Laminin-(333)/α6β1-Integrine contribue à la jonction 
entre deux types cellulaires ; les intégrines sertoliennes ne sont plus au contact des composants de la 
matrice extracellulaire mais sont enchâssées dans la membrane des spermatides en cours d’élongation 
(Koch et al., 1999 Yan and Cheng, 2006). Les ES apicales apparaissent au stade 8 de la 
spermiogenèse lorsque les jonctions de type desmosomes disparaissent (Russell, 1977c). Les 
spermatides sont alors orientées la tête enchâssée dans les cryptes de la cellule de Sertoli et la queue 
libre dans la lumière des tubes séminifères. Cette polarisation des spermatides, attribuée à la présence 
des ES apicales, est un prérequis au bon déroulement de l’étape de spermiation durant laquelle ces 
mêmes ES seront déstructurées pour permettre la libération des spermatozoïdes testiculaires dans le 
fluide séminifère (Romrell and Ross, 1979 O’Donnell et al., 2011). La disparition des ES est alors 
couplée à l’apparition d’un autre type de jonction spécifique : le complexe tubulobulbaire (Upadhyay 
et al., 2012). 
Le complexe tubulobulbaire (TBC) est une large vésicule pénétrant dans le cytoplasme des 
cellules de Sertoli (Russell and Clermont, 1976 Russell and Malone, 1980). Sa structure est marquée 
par la présence de bourgeons composés de multiples complexes de protéines de jonctions ; elle est 
entourée d’un réseau dense de filaments d’actine ancrés dans le réticulum endoplasmique tels que le 
sont les jonctions de type ES. Le complexe est associé à de nombreuses protéines de remaniement du 
cytosquelette (Arp2/3, Actin-related proteins 2/3 ; Eps8, Epidermal growth factor receptor kinase 
substrate 8) ainsi qu’à des protéines de type dynamine permettant la fusion du TBC avec les vésicules 
d’endocytose (Vaid et al., 2007). Les TBC permettraient d’internaliser et de recycler les constituants 
des complexes de jonctions intercellulaires au cours de deux étapes clefs de la dynamique de 
l’épithélium séminifère. Les TBC présent en basal participent à la dynamique de structuration-
déstructuration des complexes de jonction de la BHT (Russell, 1979 Du et al., 2013). En apical, 
l’apparition des TBC coïncide avec la disparition des ES (O’Donnell et al., 2011) ; ils sont alors 
retrouvés quelques heures avant la spermiation uniquement sur la face concave de la tête des 
spermatides allongées au contact de la cellule de Sertoli (Upadhyay et al., 2012).  
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iii Les jonctions communicantes 
Les jonctions communicante sont réparties tout au long de l’interface entre les cellules de 
Sertoli et les cellules germinales, et entre les Sertoli elles-mêmes où elles sont associées aux 
multiples jonctions structurant la BHT (Pointis and Segretain, 2005 Li et al., 2012). Elles permettent 
l’union de deux cellules adjacentes par de petits canaux tubulaires formés par l’aboutement de 2 hémi-
canaux ou connexons (Oshima, 2014). Chaque connexon est constitué de 6 protéines 
transmembranaires, les connexines (Cx), liées les unes autres pour former un pore hydrophile. Les 
jonctions communicantes permettent le passage direct de petites molécules dont le poids moléculaire 
peut atteindre jusqu’à 1500 daltons (Bruzzone et al., 1996 Kumar and Gilula, 1996). Parmi elles, on 
retrouve essentiellement des acides aminés, des électrolytes (Ca2+, K+, Cl-) ainsi que des messagers 
secondaires comme l’AMPc ou l’Inositol-tri-Phosphate (IP3). Ces échanges intercellulaire permettent 
la synchronisation de la physiologie des différents types cellulaires qui entrent dans la composition de 
l’épithélium séminifère (activité métabolique, prolifération, apoptose, différenciation) ; on parle de 
couplage ionique (électrique) et biochimique (ou métabolique). Associée à une défaut de contrôle de 
la prolifération cellulaire, la perte d’expression des Cx est également considérée comme l’un des 
événements initiateurs du développement tumoral (Roger et al., 2004). Chez les rongeurs, 11 membres 
des Cx sont exprimés dans le testicule à l’âge adulte : Cx 26, 30.2, 31, 31.1, 32, 33, 37, 40, 43, 46 et 
50 (Risley, 2000). Parmi eux, la Cx43, ou Gja1 (Gap Junction protein Alpha 1) joue un rôle central 
pour le maintien de l’intégrité de l’ensemble des jonctions intercellulaires structurant l’épithélium 
séminifère (Li et al., 2010 Weider et al., 2011 Carette et al., 2010 Lee et al., 2007).  
b) Dynamique et régulation des jonctions épithéliales
Au fur et à mesure de l’avancement dans le cycle de l’épithélium séminifère, la cellule de 
Sertoli va adapter sa morphologie afin d'optimiser le contact avec les cellules germinales et permettre 
leur mouvement (Xiao et al., 2014). La restructuration des jonctions intercellulaires composant la BHT 
permet le passage des spermatocytes pré-leptotènes, tandis qu’à l’interface entre les cellules de Sertoli 
et les cellules germinales le remaniement des jonctions permet la progression des spermatides jusqu’au 
pôle apical. Enfin, lors de la spermiation, les complexes protéiques qui unissent les spermatides aux 
cellules de Sertoli sont rompus pour permettre la libération des spermatozoïdes testiculaires dans la 
lumière des tubes séminifères.    
Ces événements sont synchronisés à la surface des cellules de Sertoli ; l’action coordonnée de 
multiples facteurs d’origine endocrine, paracrine et autocrine (Cheng et al., 2010 Cheng and Mruk, 
2010 Lie et al., 2013) permet de réguler au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel, et post-
traductionnel (ubiquitination – endocytose) les constituants des divers complexes de jonctions (Lui 
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and Lee, 2006). Tandis que la testostérone ou la FSH favorisent la stabilité des jonctions 
intercellulaires, l’action des cytokines conduit à leur déstabilisation (Lui and Lee, 2009 Li et al., 2009 
Cheng et al., 2010). Tous les trois agissent ainsi de manière complémentaire et synchronisée pour la 
régulation de la dynamique de l’épithélium séminifère. Dans les cellules de Sertoli les concentrations 
de calcium intracellulaire ou du messager secondaire AMPc ont été démontrées comme impliquées 
dans le contrôle de l’intégrité des complexes de jonctions (Janecki et al., 1991). Enfin, les phénomènes 
d’endocytose-transcytose et recyclage des constituants membranaires sont facilités par l’intervention 
d’acteurs du remaniement du cytosquelette de la cellule de Sertoli. Tandis qu’Eps8 permet de 
maintenir l’organisation des réseaux d’actine et de stabiliser l’ancrage des complexes de jonction (Lie 
et al., 2009a), Arp3 joue le rôle inverse (Lie et al., 2010) ; il interviendrait ainsi dans la formation des 
TBC basaux et apicaux lors des événements d’ouverture de la BHT et de spermiation (Mruk and 
Cheng, 2004b)(Cheng and Mruk, 2011). Son action est soutenue par l’intervention des 
métalloprotéases Mmp-2 et Mmp-9 (Matrix metalloproteinases 2 et 9); ces dernières permettront la 
déstabilisation du réseau de collagène et le clivage des jonctions adhérentes de type 
Laminine/Intégrine présentent respectivement au sein des jonctions spécialisées basales et apicales 
(Siu et al., 2003 Yao et al., 2010 Lydka et al., 2012). L’action des Mmp sera par ailleurs contrôlée et 
limitée sous l’effet d’inhibiteurs de protéases tels que Timp1 (Tissue inhibitor of metalloprotease 1) 
(Mruk et al., 2003). 
c) Exemple du dialogue autocrine laminine-intégrine
Pour permettre le maintien de l’homéostasie cellulaire au sein de l’épithélium séminifère et 
assurer la continuité des cycles de spermatogenèse, l’entrée des spermatocytes en phase méiotique et la 
libération de spermatozoïdes doivent être strictement synchronisées ; plusieurs travaux ont montrés 
que les événements d’ouverture transitoire de la BHT et de spermiation font l’objet de co-régulations 
(Lie et al., 2009b Yan et al., 2008a Cheng and Mruk, 2011). Au cours de la spermiation, la métallo-
protéase Mmp-2 permet le clivage des complexes d’adhésion Laminine-(333)/α6β1-Integrine et le 
désengagement des spécialisations ectoplasmiques apicales (Siu and Cheng, 2004). Cette étape, en 
plus de permettre la libération des cellules germinales matures, conduit à la génération de fragments 
biologiquement actifs de Laminine-(333). Ces derniers, phagocytés par la cellule de Sertoli, seront 
responsables de la diminution des niveaux d’accumulation de l’Occludine (jonction serrée) ou de la 
protéine adaptatrice Zo-1 (Zona Occludens-1) au sein des complexes de jonction de la BHT (Yan et 
al., 2008a). Les fragments de Laminine-(333) participent également à la répression des niveaux de β1-
Intégrine au niveau des hémidesmosomes (Sertoli-membrane basale) ce qui affecte indirectement 
l’intégrité de la BHT (Yan et al., 2008a Wong et al., 2008). Le traitement de cultures cellulaires de 
Sertoli isolées à partir de rat par des doses croissantes de fragments de Laminines recombinants 
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(Laminine β3 et/ou γ3) conduit à la diminution de l’accumulation des protéines des jonctions serrées 
β1-Intégrine, Occludine et Zo-1. Cette boucle d’autorégulation permise par les constituants des 
complexes de jonctions eux-mêmes est un exemple de système de régulation autocrine qui permettra 
l’entrée dans le compartiment apical d’une nouvelle vague de spermatocytes en réponse à la libération 
des spermatides. 
d) Interactions structurales et fonctionnelles des jonctions
épithéliales 
Comme évoqué précédemment, le maintien de la structure de l’épithélium est assuré par un 
assemblage de différents types de jonctions intercellulaires qui interagissent aussi bien sur le plan 
fonctionnel que structural. Cette notion est particulièrement vraie au niveau de la BHT où jonctions 
adhérentes, serrées et communicantes s’associent et font l’objet d’une dynamique commune pour ne 
constituer qu’une seule et même plateforme d’interactions cellulaires. Bien que les protéines 
transmembranaires telles que l’Occludine ou les Cadhérines ne soient pas reliées directement entres 
elles, ces dernières interagissent avec un réseau commun de protéines adaptatrices. Au niveau de la 
BHT, la protéine adaptatrice Zo-1 relie par exemple les complexes membranaires des jonctions 
adhérentes et serrées à un même réseau d’actine. La Cx 43, constituant des jonctions communicantes, 
a été décrite comme étant associée aux protéines des jonctions serrées (Zo-1, Zo-2) et adhérentes (N-
Cadhérine, α-Caténine, β-Caténine ou p120) (Toyofuku et al., 1998). 
Cette interaction étroite implique que le dysfonctionnement de l’un des constituants d’une 
jonction particulière pourra influencer la stabilité des jonctions voisines. Plusieurs modèles in vivo ont 
été développés ces dernières années afin de mieux comprendre les liens fonctionnels existant entre les 
différents types de jonctions. Certains conduisent à la perte définitive du contenu cellulaire de 
l’épithélium séminifère associée au défaut de production de gamètes et à une stérilité. Chez le rat 
l’injection intra-testiculaire de peptide bloquant la fonction des connexines (peptide « pan 
Connexine »), entraîne la perte progressive de l’épithélium séminifère (Lee et al., 2006). Celle-ci est 
entre autre associée à une mauvaise localisation de la N-Cadhérine ainsi qu’à la diminution de 
l’accumulation de l’Occludine (Lee et al., 2006). Chez le rat, l’administration de cadmium conduit à la 
délocalisation de l’Occludine et son adaptateur Zo-1 à la barrière (Siu et al., 2009). Ce phénomène est 
couplé à la perte des complexes d’adhésion de type Cadhérine/Caténine. Il est à noter que le cadmium 
fait partie des agents toxiques de la famille des métaux lourds retrouvés dans l’eau de boisson ou les 
aliments. Une exposition chronique pourrait ainsi être chez l’homme à l’origine d’infertilité telle 
qu’observée chez l’animal. De plus, de multiples agents toxiques (DTT, pentachlorophénol, dieldrin, 
dinitrobenzène, cadmium chloride, cisplatin, gossypol, bisphénol A et tert-octylphénol) ont été 
démontrés in vitro comme affectant la localisation et/ou les niveaux d’accumulation des protéines de 
Introduction bibliographique 
30 
jonctions telles que l’Occludine, Zo-1, N-Cadhérine et particulièrement Cx43 qui pourrait en être la 
cible initiale. Chez l’homme, l’exposition à ces agents toxiques pourrait de la même manière conduire 
à l’altération de l’intégrité de l’épithélium séminifère et à l’arrêt de la spermatogenèse. Chez des 
patients atteints d’infertilité, la diminution de l’accumulation des transcrits CX43 est corrélée au degré 
du défaut de spermatogenèse et pourrait être l’un des événements initiateur du développement de 
tumeurs testiculaires (Chevallier et al., 2013). 
2.1.2. La Sertoli : cellule sécrétrice 
Maintenues au contact des cellules germinales tout au long de leur différenciation, les cellules 
de Sertoli fournissent nutriments, protéines, hormones et facteurs de croissance essentiels au 
déroulement de la gamétogenèse (Jegou et al., 1995). Elles sont également à l’origine de la production 
du fluide séminifère qui permet la progression des spermatozoïdes testiculaires dans la lumière des 
tubes séminifères (Russell et al., 1989 Rato et al., 2010). 
En résonnance avec leur rôle structural, les cellules de Sertoli sont à l’origine de la sécrétion 
des composants de la matrice extracellulaire (collagène, laminine), site d’ancrage des jonctions 
intercellulaires et ciment de l’épithélium séminifère (Skinner et al., 1985). De plus, les cellules de 
Sertoli produisent et contrôlent la diffusion de protéases (métalloprotéases) et anti-protéases 
intervenant dans la dynamique des complexes de jonctions. Elles permettent ainsi la progression des 
cellules germinales au sein de l’épithélium et le relargage des spermatozoïdes lors de la spermiation 
(Mruk et al., 2003).  
La cellule de Sertoli possède une sécrétion polarisée. En amont de la BHT, dans le 
compartiment basal de l’épithélium séminifère, la sécrétion des facteurs paracrines Scf (Stem 
cell Factor ou c-kit ligand) (Rossi et al., 2000) et Gdnf (Glial-cell-line-derived neurotrophic factor) 
(Lamberti and Vicini, 2014) favorisent la prolifération et la survie des spermatogonies et participent au 
maintien de leur état indifférencié. A l’inverse, Igf-I, Igf-II ou Tgf-α (transforming growth factor-
alpha) favorisent in vitro la différenciation des spermatogonies en spermatocytes (Nakayama et al., 
1999 Tajima et al., 1995). Dans le compartiment apical, la sécrétion de multiples protéines de 
transport permet l’acheminement, à travers la BHT, des ions métalliques (Transferrine, 
Céruloplasmine) (Sylvester et al., 1994), lipides (Clusterine, Saposine) (Law et al., 1994) ou hormones 
(Protéine de liaison aux androgènes, Protéine de liaison aux rétinoïdes) (Porter et al., 1985) 
nécessaires au métabolisme et à la différenciation des cellules germinales post-méiotiques. La cellule 
de Sertoli prend également en charge l’approvisionnement du compartiment apical en lactate 
(Robinson and Fritz, 1981), substrat préférentiel nécessaire au soutien du métabolisme des cellules 
germinales post méiotiques (Jutte et al., 1981 Mita and Hall, 1982 Nakamura et al., 1984). Le 
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glucose circulant est capté par la cellule de Sertoli par l’intermédiaire de transporteurs spécifiques de 
type Glut (Glucose Transporter), puis convertit en pyruvate après glycolyse (Angulo et al., 1998). 
Sous l’action de la lactate déshydrogénase (Ldh), le pyruvate est à son tour convertit en lactate (Rato 
et al., 2012a) ; son acheminement jusqu’aux cellules germinales sera pris en charge par les 
transporteurs Mct (MonoCarboxylate Transporters)(Oliveira et al., 2011 Rato et al., 2012b). 
2.1.3. Activité de phagocytose 
En conditions physiologiques, l’apoptose de la lignée germinale intervient de manière 
fréquente durant la spermatogenèse (Xiong et al., 2009). Elle contribue au maintien de l’homéostasie 
de l’épithélium séminifère et permet d’assurer un ratio optimal entre le nombre de cellules germinales 
et le nombre de cellules de Sertoli pour une spermatogenèse efficace (Billig et al., 1995 Print and 
Loveland, 2000). Elle participe également à l’élimination des cellules germinales présentant des 
anomalies de réarrangement durant la méiose (Blanco-Rodriguez et al., 2003 Rodriguez et al., 1997). 
Dans ce contexte, la cellule de Sertoli porte une fonction de phagocytose essentielle à l’élimination des 
cellules germinales dégénérées. Elle permet de la même manière l’élimination de l’excès de 
cytoplasme (corps résiduels) durant la spermiogenèse (Kerr and de Kretser, 1974 Blanco-Rodríguez 
and Martínez-García, 1999 Yefimova et al., 2008). 
Les mécanismes exacts mis en jeu dans le processus de phagocytose de la cellule de Sertoli 
restent à ce jour méconnus. Les travaux d’Elliot montrent que le récepteur Bail, affiché à la membrane 
des cellules de Sertoli, est impliqué dans la reconnaissance des résidus lipidiques Phosphatidyl-sérine 
(PtdSer) externalisés à la surface des cellules germinales lors du processus apoptotique ainsi qu’à la 
membrane externe des corps résiduels au cours de la spermiogenèse (Blanco-Rodríguez and Martínez-
García, 1999). Ceci entraîne alors l’activation de Elmo1 (Engulfment and cell motility 1), acteur 
moléculaire impliqué dans le réarrangement du cytosquelette d’actine nécessaire à l’internalisation des 
corps phagocytés (Elliott et al., 2010).  
La majorité des constituants cellulaires issus de la phagocytose des cellules apoptotiques ainsi 
que du ceux des corps résiduel seront recyclés et contribueront à l’entretien des prochains cycles de 
spermatogenèse. Les lipides membranaires fourniront l’énergie nécessaire au métabolisme propre à la 
cellule de Sertoli (Xiong et al., 2009). Les fragments des protéines de jonctions générés lors de la 
spermiation contribuent à un mode de signalisation autocrine permettant l’ouverture de la BHT et 
l’entrée des spermatocytes en méiose (Cheng and Mruk, 2010). D’autre part la phagocytose du corps 
résiduel stimule la production de l’Interleukine-1 (Il-1) et de l’Activine-A (Gérard et al., 1992 Okuma 
et al., 2006), facteurs paracrines responsables de la progression des spermatogonies en spermatocytes 
(Mather and Krummen, 1992 Pöllänen et al., 1989). 
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2.2. Contrôle des fonctions sertoliennes 
2.2.1. Contrôle endocrine 
a) La Fsh
La Fsh est le régulateur endocrinien majeur des fonctions sertoliennes. C’est une glycoprotéine 
appartenant à la famille des gonadostimulines ; sa sécrétion par l’hypophyse est sous le contrôle de la 
Gnrh hypothalamique (Padmanabhan and McNeilly, 2001). Au niveau testiculaire, la Fsh exerce son 
action au contact des cellules de Sertoli par l’intermédiaire de son récepteur spécifique : le récepteur 
Fsh (Fshr). Ce dernier appartient à la famille des récepteurs membranaires couplés aux protéines G 
(Gromoll et al., 1996). Son activation par la Fsh entraîne l’augmentation des concentrations 
intracellulaires d’AMPc à l’origine de l’induction de multiples acteurs et voies de signalisation 
cellulaires (Lalli and Sassone-Corsi, 1994). Parmi eux, la kinase Pka (Protéine kinase A) permet à son 
tour l’activation du facteur de transcription Creb (C-AMP response element-binding protein) qui initie 
l’expression de multiples gènes tels que Creb lui même (Waeber et al., 1991). Sous la dépendance de 
la Fsh, l’AMPc permet également l’augmentation rapide de l’influx de calcium dont la modulation des 
concentrations contrôle la dynamique des jonctions intercellulaires et notamment la cinétique 
d’ouverture de la BHT (Grasso and Reichert, 1990 Mruk and Cheng, 2004). Impliquée dans la 
régulation de la fonction architecturale de la cellule de Sertoli, l’augmentation par la Fsh des 
concentrations de Ca2+ permet l’activation de la kinase Calmodulline (CamK) qui intervient dans le 
réarrangement des composants du cytosquelette (Franchi and Camatini, 1985). Enfin, l’activation de 
Fshr est également à l’origine de l’induction des voies de signalisations Pi3k et Mapks dans les 
cellules de Sertoli encore immatures. 
L’action de la Fsh est essentielle à la mise en place et au maintien de la physiologie 
testiculaire. Durant la période périnatale ainsi qu’à la puberté la signalisation Fsh contribue à la 
prolifération et la différentiation des cellules de Sertoli immatures (intervention des voies pro-
prolifératives Pi3k/Mapks). La Fsh détermine ainsi le nombre de cellules de Sertoli à l’âge adulte et 
indirectement le rendement de spermatogenèse qu’elles seront en mesure de supporter (Sharpe et al., 
2003). Ceci est illustré par les données recueillies à partir de souris mâles invalidées pour le gène 
codant Fsh ou Fshr, chez lesquelles il est observé une diminution du nombre de cellules germinales 
sans pour autant induire une altération de la fertilité (Krishnamurthy et al., 2000 Dierich et al., 1998).  
A l’âge adulte la Fsh contribue au maintien de la spermatogenèse. Chez le rat, le défaut de 
production de Fsh (hypophysectomie), ou la perte de son activité (immunosuppression GnRH), se 
traduisent par une diminution du nombre de cellules germinales (spermatocytes/spermatides) associée à 
une altération nette de la survie des spermatogonies 10 Ce   défaut   de   spermatogenèse   est   en 
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partie restauré par l’administration de Fsh recombinante ; le nombre de cellules germinales pré-
méiotiques est significativement augmenté par rapport aux animaux non traités (Russell et al., 1993 
Singh and Handelsman, 1996). La Fsh n’est néanmoins pas suffisante à la progression des cellules 
germinales au delà des stades méiotiques-post-méiotiques et seul le co-traitement Fsh/testostérone, ou 
testostérone seule, permet la restauration des spermatides au sein de l’épithélium séminifère 
(O’Shaughnessy et al., 2009 Singh and Handelsman, 1996). 
La Fsh contribue ainsi à la prolifération et à la survie des spermatogonies. Cette propriété est 
attribuée au soutien par la Fsh de l’activité globale des cellules de Sertoli. Ainsi, l’expression de près 
de 300 gènes sertoliens a été démontrée comme étant sous la dépendance de la Fsh (Sadate-Ngatchou 
et al., 2004). Parmi ceux impliqués dans la fonction sécrétrice de la cellule de Sertoli on retrouve la 
Transferrine (Suire et al., 1995), l’Abp (Androgen binding protein) (Morris et al., 1988), l’aromatase 
(Schteingart et al., 1999), la Ldh (Short et al., 1994), Igf-1 (Suwanichkul et al., 1993) ou encore le 
facteur de croissance Vegf (Vascular endothelial growth factor) (McLean et al., 2002). En lien direct 
avec le soutien des spermatogonies, les gènes codant les facteurs paracrines Gdnf (Tadokoro et al., 
2002) et Scf (Taylor et al., 1996) sont induits sous l’effet de la Fsh. Le récepteur des androgènes Ar est 
de même augmenté en réponse à la Fsh. Ce dernier permet de cette manière de sensibiliser la cellule de 
Sertoli à la testostérone (Blok et al., 1989; Verhoeven and Cailleau, 1988). Enfin, la Fsh supporte les 
fonctions structurales de la cellule de Sertoli (liaison spermatides-Sertoli essentiellement) de part la 
régulation de l’expression d’acteurs du cytosquelette (Actine ou Tubuline) ou des constituants des 
jonctions intercellulaires (N-Cadhérine, Caténine Lampa et al., 1999 Sadate-Ngatchou et al., 2004). 
b) Autres hormones
Outre sa dépendance vis-à-vis de la Fsh, la cellule de Sertoli est sensible à d’autres hormones 
synthétisées au niveau périphérique. Ainsi, les hormones thyroïdiennes (Th, Thyroid hormone et Tsh, 
Thyroid stimulating hormone), les hormones de croissance Gh et Igf-1 ainsi que l’insuline sont-elles 
capables de moduler directement la physiologie des cellules de Sertoli par l’intermédiaire de leurs 
récepteurs respectifs (Petersen and Soder, 2006). Leur intervention est principalement décrite durant la 
période fœtale et néonatale où elles jouent un rôle prépondérant pour le maintien de la cinétique des 
phases de prolifération-différenciation des cellules de Sertoli immatures, en lien avec le contrôle de 
leurs fonctions métaboliques.  
L’hypothyroïdisme est par exemple associé à une augmentation du volume testiculaire causé 
par la prolongation de la phase de multiplication des cellules de Sertoli (van Haaster et al., 1993 
Palmero et al., 1995). Sur le plan métabolique, l’effet des hormones thyroïdiennes est illustré par des 
expériences   menées   sur   des   cultures   primaires   de   Sertoli   immatures   issues   de   rats.   Leur 
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traitement par la T3 stimule la synthèse protéiques et la production de lactate, tandis qu’il inhibe la 
sécrétion d’Abp et la synthèse d’ADN (Fugassa et al., 1987 Palmero et al., 1995). Cet effet est 
dépendant du stade de maturation des cellules de Sertoli puisqu’aucune de ces modulations 
métaboliques n’est observée lors du traitement de cultures primaires dérivées de mâles pubères 
(Palmero et al., 1995).  
La production d’Igf-1 a lieu majoritairement au sein du foie (90%) (Humbel 1990). Il s’agit 
d’un des nombreux facteurs de croissance produits localement par la cellule de Sertoli ainsi que par les 
cellules de Leydig et les cellules germinales, toutes exprimant à leur surface le récepteur Igf1R (Treset 
al.1986 ; Vannelli et al. 1988 ; Cailleau et al.1990). Igf-1 est ainsi impliqué dans le contrôle 
systémique des fonctions testiculaires mais se trouve également au cœur de l’interaction 
paracrine/autocrine des différents types cellulaires qui composent le testicule. Son implication pour la 
régulation de la physiologie sertolienne a été illustrée récemment par l’étude de souris invalidées pour 
le récepteur Igf1r spécifiquement dans les cellules de Sertoli (Pitetti et al., 2013). Ces dernières 
présentent une diminution de 75% de la taille du testicule et de la production de spermatozoïdes à 
l’âge adulte. Ce phénotype a pu être associé à une réduction du taux de prolifération des cellules de 
Sertoli durant la période fœtale et néonatale. D’autres études montrent in vitro que le traitement par 
Igf-1 de cellules de Sertoli immatures isolées à partir de rat favorise le métabolisme du glucose, la 
synthèse de lactate ainsi que la production et sécrétion de transferrine (Mita et al., 1985). Igf-1 est 
ainsi un facteur trophique impliqué dans le soutien de la phase de prolifération néonatale des cellules 
de Sertoli. D’autre part, chez le rat adulte, l’administration de Igf-1 améliore l’atrophie testiculaire 
induite dans un modèle de cirrhose induite chimiquement par le CCl4 (tétrachlorure de carbone) en 
restaurant entre autre l’expression de la transferrine (Castilla-Cortázar et al., 2004).  
2.2.2. Contrôle paracrine 
Comme évoqué précédemment par l’exemple de la production testiculaire de Igf-1, un réseau 
complexe de facteurs autocrines et/ou paracrines est à l’origine de la coopération et synchronisation 
des événements entre les cellules de Sertoli, les cellules germinales et les cellules de Leydig. 
Au côté de l’action locale des stéroïdes testiculaires (testostérone et œstrogène), plusieurs 
molécules de la superfamille des cytokines présentes dans le microenvironnement épithélial font partie 
intégrante de ce système.  
Parmi ces dernières, l’Il-1α est synthétisée à la fois par les cellules germinales et par les 
cellules de Sertoli elles-mêmes et ce dépendamment des phases de l’épithélium séminifère (Jonsson et 
al., 1999). Elle agira ainsi de manière paracrine et autocrine pour la régulation des fonctions 
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métaboliques de la cellule de Sertoli et induit entre autre la production de lactate (Karzai and Wright, 
1992 Nehar et al., 1998). Autre exemple de contrôle paracrine des fonctions sertoliennes par les 
cellules germinales, le Tnfα est capable de stimuler la production de transferrine et de lactate (Sigillo 
et al., 1999 Boussouar et al., 1999). Tout comme la production d’Il-1α, l’effet du Tnfα (Tumor 
necrosis factor) sur les cellules de Sertoli est montré comme étant dépendant des stades du cycle de 
l’épithélium séminifère (Boockfor and Schwarz, 1991 De et al., 1993). Ainsi, les cytokines 
participent-elles au dialogue entre les cellules germinales et les cellules de Sertoli et permettent de 
synchroniser la cinétique de différenciation de la lignée germinale avec les besoins métaboliques 
adaptés à son soutien.  
La sécrétion des cytokines Tnfα ou Il1α par les cellules germinales contribue également au 
contrôle de la restructuration des jonctions intercellulaires au cours de la spermatogenèse. Des 
expériences menées in vitro dans des lignées de cellules de Sertoli et in vivo chez la souris, montrent 
que ces dernières régulent négativement l’expression des gènes codant l’Occludine, la Claudine-11 ou 
la protéine adaptatrice Zo-1, constituants majeurs des jonctions serrées (Lui et al., 2001 Lui et al., 
2003a Li et al., 2006). Cette régulation met en jeu la cascade de phosphorylation des Mapks et son 
inhibition protège in vivo comme in vitro de la déstabilisation des jonctions (Xia and Cheng, 2005). 
Les cytokines sont également capables d’agir directement au niveau de la lignée germinale pour le 
contrôle de l’intégrité des jonctions intercellulaires. Le traitement par du Tnfα  et de l’Infγ (Interféron 
gamma) dans une lignée cellulaire GC-2spd(ts) conduit à la répression de l’expression des transcrits 
codant Jam-c, protéine retrouvée dans le testicule de rat au niveau des jonctions spécialisées 
ectoplasmiques apicales uniquement (Lui and Cheng, 2007). Outre la régulation de l’expression des 
constituants des jonctions cellulaires, le Tnfα perturbe l’intégrité des jonctions serrées en stimulant la 
production sertolienne de la métalloprotéases Mmp9. Parallèlement, il favorise la sécrétion de 
constituants de la matrice extracellulaire (collagène) et permet la production d’inhibiteurs de Mmp-1 
(Timp-1) pour permettre leur reformation (Siu et al., 2003). La balance de production des cytokines est 
ainsi un moyen paracrine pour les cellules germinales de réguler l’ouverture transitoire de la BHT 
nécessaire à leur progression dans le compartiment luminal du tube séminifère au cours de la 
spermatogenèse. 
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Figure 18. Voies de biosynthèse des stéroïdes testiculaires.
Dans les cellules de Leydig, la synthèse de testostérone à partir du cholestérol est assurée par la voie Δ4 (ﬂèches violettes) et Δ5 (ﬂèches grises). La 
voie Δ4 est la voie majoritaire chez la souris tandis que la voie Δ5 est majoritaire chez l’homme.
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B. L’espace interstitiel 
L’espace interstitiel, parcouru par de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques, assure la 
diffusion des nutriments (fer, vitamines A et E…), hormones (Lh, Fsh, insuline…), et facteurs de 
croissance (Egf – Epidermal growth factor…) nécessaires à la spermatogenèse (Li et al., 2011 
Shiraishi et al., 2011). Il contient également des cellules immunitaires, principalement des 
macrophages, ainsi que des cellules spécifiques : les cellules de Leydig. Ces dernières, sous le contrôle 
de l’axe hypothalamo-hypophysaire et en réponse à la Lh, assurent la production des stéroïdes 
testiculaires, essentiellement sous la forme de testostérone. 
1. Biosynthèse des androgènes testiculaires chez la souris
La testostérone constitue chez l’homme la principale source d’androgènes circulants. Les 
cellules de Leydig en assurent la majorité de la production (95%) ; d’autres organes tels que la 
surrénale chez l’homme ne contribuent que de façon mineure à sa synthèse. 
Chez la souris, la testostérone est produite à partir du cholestérol selon une cascade 
enzymatique initiée par la protéine de transfert Star (Steroidogenesis activator protein) (Hou et al., 
1990 Stocco, 1997) (Figure 18). Exprimée et activée sous la dépendance de la Pka en réponse à 
l’activation du récepteur Lh-r par la Lh (Clark and Stocco, 1995), Star conduit le transfert du 
cholestérol au sein des mitochondries. L’invalidation de son gène entraine une accumulation de 
cholestérol dans les cellules stéroïdogénes, conséquence du défaut quasi-total de synthèse de stéroïdes 
(Bose et al., 1996). Star est donc l’acteur d’une étape dite limitante pour la synthèse d’androgènes. 
Dans la mitochondrie, le cholestérol est clivé et ainsi converti en prégnénolone. Cette réaction 
est prise en charge par le cytochrome P450scc (side-chain clivage) codé par le gène Cyp11a1. La 
prégnénolone diffuse à travers la membrane mitochondriale et rejoint le réticulum endoplamique où 
deux voies enzymatiques alternatives aboutissent à la synthèse de testostérone.  
Dans le testicule humain, la voie préférentielle est la voie dite Delta 5 (Δ5). Elle fait intervenir 
l’enzyme P450C17 (Cyp17) qui, sous la dépendance de la Lh, convertie la prégnénolone en 17α-
hydroxyprégnénolone, elle même convertit en déhydroépiandrostérone ou DHEA (Conley and Bird, 
1997). L’action successive des complexes réducteurs 3β-hydroxysteroide deshydrogénase/Δ5-Δ4-
isomerase (3βhsd) et 17β-hydroxysteroide deshydrogenase (17βhsd) aboutit respectivement à la 
production des intermédiaires androstènedione et d’androsténediol et à leur conversion en testostérone. 
Figure 19. Contrôle de l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. 
L’hypothalamus sécrète la gonadolibérine (Gnrh) qui régule les sécrétions de l’hypophyse. L’hypophyse sécrète deux gonadotrophines : la Fsh et la 
Lh qui agissent sur les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig respectivement. En réponse à la Fsh, les cellules de Sertoli libèrent les activines et 
inhibines qui exercent respectivement un contrôle positif et négatif sur l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. En réponse à la Lh, la cellule de 
Leydig sécrète la testostérone qui intervient de façon directe sur la cellule de Sertoli pour en réguler les fonctions. La testostérone circulante agit 
principalement pour le développement et le maintien des organes reproducteurs. Par le rétro-contrôle quelle exerce sur les sécrétions de Lh et de 
Fsh, cette dernière participe à au contrôle de sa propre synthèse.
Gnrh, Gonadotropin releasing hormone ; Lh, Luteinizing hormone ; Fsh, Folliculo-stimulating hormone
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La voie alternative, dite Delta 4 (Δ4), est initiée par la conversion de la prégnénolone en 
progestérone par la 3βhsd (Conley and Bird, 1997). La progestérone est le précurseur de 
androstènedione qui sera à son tour prise en charge par la 17βhsd pour donner lieu à la production de 
testostérone. 
2. Régulation de la synthèse de testostérone
La régulation de la synthèse des androgènes testiculaires met en jeu un réseau complexe de 
signaux d’origines multiples. Au côté de l’influence majoritaire de la Lh, d’autres facteurs 
endocriniens sont capables de moduler la synthèse de testostérone. C’est par exemple le cas de 
l’insuline, des hormones thyroïdiennes ou des glucocorticoïdes.  
L’activité stéroïdogéne des cellules de Leydig est également régulée localement par de 
multiples acteurs autocrines et paracrines. On note parmi eux les facteurs de croissance Igf-1, Tgfα et 
β ou encore les cytokines Il-1α et β (Bornstein et al., 2004 Saez, 1994). En plus d’agir au niveau 
central pour limiter la libération de la Lh, la testostérone et les œstrogènes permettent de réguler 
localement leur propre synthèse. Par ailleurs, il est aujourd’hui reconnu qu’un certain nombre de 
récepteurs nucléaires dont l’activité est entre autre dépendante des concentrations intracellulaires de 
lipides (oxystérols, phospholipides…) interviennent dans le contrôle de l’expression des enzymes 
stéroïdogènes.  
2.1. Contrôle par l’axe neuro-endocrinien hypothalamo-hypophysaire 
La synthèse de testostérone est majoritairement sous la dépendance de l’axe neuro-endocrinien 
hypothalamo-hypophysaire (Figure 19). Les cellules hypothalamiques neuro-sécrétoires libèrent de 
manière pulsatile la gonadolibérine Gnrh. Cette libération est sous influence de neurones spécifiques 
dont l’activité est particulièrement sensible aux signaux environnementaux et nutritionnels (Maeda et 
al., 2010). La Gnrh va mener son action au niveau des cellules gonadotropes de l’hypophyse par 
l'intermédiaire de son récepteur, le récepteur Gnrh-r (Gonadotropin-releasing hormone receptor). Son 
activation permet la sécrétion des gonadotrophines Lh et Fsh dans le système veineux. Leurs rôles sont 
distincts et complémentaires vis-à-vis de la régulation des fonctions de reproduction et plus 
particulièrement de la physiologie testiculaire. Tandis que la Fsh agit directement sur les cellules de 
Sertoli pour en soutenir les fonctions (Sultan et al., 1992), la Lh intervient au niveau des cellules de 
Leydig pour réguler la synthèse d’androgènes ; androgènes dont la production est essentielle au 
maintien des fonctions sertoliennes nécessaires à la spermatogenèse. La libération des 
gonadotrophines par l’axe est en retour réprimée par la testostérone, les oestrogènes circulants ainsi 
que par l’Inhibine synthétisée par les cellules de Sertoli en réponse la Fsh. 
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La régulation de la stéroïdogenèse par la Lh intervient à deux niveaux : tout d’abord dans le 
transfert du cholestérol de la membrane externe à la membrane interne de la mitochondrie ; ensuite 
dans la régulation de l’activité des systèmes enzymatiques du réticulum endoplasmique assurant les 
dernières étapes de conversion du précurseur prégnénolone en testostérone. Cette action est médiée par 
l’activation du récepteur Lh-r (Luteinizing hormone receptor) présent à la membrane des cellules de 
Leydig (McFarland et al., 1989). Couplé aux protéines G, sa stimulation par la Lh permet l’activation 
de l’adénylate cyclase et l’augmentation des concentrations d’AMPc intracellulaires menant entre 
autre à l’activation de la Pka (Dufau, 1998). Par cette voie, la Lh permet l’induction de la transcription 
des gènes Star (Clark and Stocco, 1995), Cyp11a1 ou 3βhsd (Keeney and Mason, 1992). 
2.2. Régulation de la stéroïdogenèse par les récepteurs nucléaires : 
exemple des interactions entre Lrh1/Sf1 et Shp/Dax-1 
L’activité des cellules stéroïdogènes est régulée localement par de multiples récepteurs 
nucléaires (Maqdasy et al., 2013). Parmi ces derniers, les récepteurs Sf-1 (Steroidogenic factor 1, 
Nr5a1, Nuclear receptor 5a1) (Caron et al., 1997; Chau et al., 1997; Leers-Sucheta et al., 1997) et 
Lrh-1 (Liver receptor homolog 1, Nr5a2) (Mueller et al., 2006; Sirianni et al., 2002; Wang et al., 
2001a, 2001b) sont des régulateurs majeurs de la synthèse des stéroïdes surrénaliens et testiculaires. 
Dans les cellules de Leydig, leur liaison à des éléments de réponses communs sur le promoteur de la 
majorité des gènes codant les enzymes stéroïdogènes (Star, Cyp11a1, 3βhsd, Cyp17a1) permet de 
contrôler positivement la synthèse de la testostérone. Les ligands endogènes de Lrh-1 et Sf-1 
demeurent à ce jour méconnus. Certaines études suggèrent que des phospholipides pourraient être à 
l’origine de l’induction de leur propriété transactivatrice et contribuer ainsi à favoriser la production 
des androgènes (Ortlund et al., 2005 Whitby et al., 2011).  
A l’inverse, la stéroïdogenèse est régulée négativement par les récepteurs nucléaires Dax-1 
(Dosage-sensitive sex reversal adrenal hypoplasia congenital critical region on X chromosome, 
gene1, Nr0B1) et Shp (Small heterodimer partner, Nr0b2) tous deux présents dans les cellules de 
Leydig. Ces derniers appartiennent à la famille des récepteurs nucléaires orphelins. Ne possédant pas 
de domaine de liaison à l’ADN, ils ont la propriété de se fixer à d’autres récepteurs nucléaires et d’agir 
en tant que co-répresseur pour limiter leur capacité transactivatrice (Zanaria et al., 1994). Dans les 
cellules de Leydig, Shp se fixe aux récepteurs Sf-1 et Lrh-1 et limite l’expression des enzymes Star, 
Cyp11a1 et 3βhsd (Volle et al., 2007). Les souris mâles invalidées pour le gène Shp présentent une 
maturation sexuelle précoce associée à une augmentation de la synthèse de testostérone (Volle et al., 
2007). De la même manière que Shp, Dax-1 est capable d’interagir avec les facteurs de transcriptions 
stéroïdogènes Sf-1 et Lrh-1 (Ito et al., 1997). Une récente étude montre, in vitro dans des cellules de 
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Leydig tumorale, et in vivo chez la souris, que l’induction de l’expression de Dax-1 en réponse à un 
traitement par l’insuline induit la répression des enzymes de la stéroïdogenèse (Ahn et al., 2013).  
2.3. Les androgènes: biodisponibilité et mode d’action 
La testostérone diffuse librement à travers la membrane des cellules de Leydig et s’équilibre 
rapidement dans les différents compartiments testiculaires. Elle va ainsi pouvoir agir au niveau local, 
principalement au niveau des cellules de Sertoli, ou rejoindre la circulation sanguine pour atteindre ses 
tissus cibles en périphérie.  
Dans le plasma, elle n’est présente qu’en faible proportion (2%) sous forme libre et se trouve 
majoritairement liées aux protéines de transport Tebg (Testosterone binding-globuline) ou Shbg (Sex 
hormone binding-globuline), ou encore à l’albumine (Rosner, 1991). Dans ces tissus cibles, la 
testostérone peut être active sous sa forme native. Elle peut également être convertie en métabolites 
secondaires dont l’activité hormonale permet de renforcer et de diversifier les effets biologiques de la 
testostérone. Les deux androgènes qui se fixent et activent naturellement le récepteur aux androgènes 
Ar sont la testostérone et son dérivé la 5α-dihydrotestostérone ou DHT (Wilson and French, 1976). La 
DHT est issue de la réduction de la testostérone par la 5α-réductase, enzyme présente dans la plupart 
des organes périphériques androgéno-dépendants (épididyme, peau, prostate et foie) (Russell and 
Wilson, 1994). La DHT exerce une activité hormonale plus puissante que celle de la testostérone elle-
même de par son affinité supérieure pour Ar (Wilson and French, 1976). Dans le testicule, la 5α-
réductase est absente et l’androgène actif est la testostérone.  
Les androgènes rejoignent le compartiment intracellulaire de leurs cellules cibles par simple 
diffusion transmembranaire. Ils se lient alors à Ar, présent sous forme inactive au niveau 
cytoplasmique et/ou nucléaire. Membre de la famille des récepteurs nucléaire, Ar est un facteur de 
transcription inductible par son ligand (Helsen and Claessens, 2014). La fixation de l’androgène induit 
un changement de conformation permettant son recrutement avec une forte affinité sur les éléments de 
réponse ARE (Androgen response element) situés sur le promoteur des gènes androgéno-dépendants. 
En association avec ses co-activateurs, AR va initier l’expression de ses gènes cibles par le 
recrutement de la machinerie transcriptionnelle.  
La testostérone est également capable d’agir indépendamment de la voie dite classique 
attribuée aux effets génomiques de Ar (Foradori et al., 2008). Sa liaison à Ar permet l’activation de 
voies de signalisations cytoplasmiques telles que la cascade des Mapks ou la voie Pi3k : on parle 
d’effets non-génomiques puisque indépendants de la fixation de Ar sur le promoteur de ses gènes 
cibles. 
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Figure 20. Cinétique de la production de testostérone chez l’homme et fonctions associées.
A la  14ème  semaine  du  développement  embryonnaire,  les  cellules  de  Leydig  fœtales  se  différencient  à  partir  du  mésenchyme du primordium 
gonadique.  Elles  seront  dès  lors  responsables  d’un premier  pic  sécrétoire  de  testostérone.  Celui-ci  est  associé  à  la  masculinisation du tractus 
urogénital (différenciation des canaux de Wolff en épididyme, canaux déférents et vésicules séminales). A la puberté, l’augmentation de la pulsatilité 
de la GnRH est responsable d’un nouveau pic de synthèse de testostérone par les cellules de Leydig. Il permet le développement des caractères 
sexuels secondaires et l’initiation de la spermatogenèse par l’acquisition de la maturité fonctionnelle des cellules de Sertoli.  A l’âge adulte,  le 
maintien des concentrations de testostérone est nécessaire à l’entretien des cycles de spermatogenèse ainsi qu’au maintien de la fonction des organes 
différenciés du tractus génital (prostate, épididyme, vésicule séminale).  La testostérone possède également un pouvoir anabolisant favorisant le 
développement du muscle ou encore de l’os.
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3. Androgènes et fonctions testiculaires
La production des androgènes est essentielle à la mise en place des fonctions de reproduction 
(Figure 20). Pendant la vie fœtale, la testostérone et son dérivé métabolique, la DHT, sont 
responsables respectivement de la masculinisation du tractus urogénital (différenciation des canaux de 
Wolff en épididymes, canaux déférents et vésicules séminales) et de la morphogenèse des organes 
génitaux externes mâles (pénis, scrotum) (Wilson et al., 1981). Chez l’homme, des mutations affectant 
les fonctions de AR entraînent une insensibilité partielle (PAIS, partial androgen insensitivity 
syndrome) ou complète aux androgènes (CAIS, Complete androgen insensitivity syndrome) et 
l’infertilité (Subramaniam et al., 2013). Dans les formes complètes, le phénotype est totalement 
féminin : absence de caractères sexuels secondaires à la puberté (aménorrhée, diminution pilosité 
pubienne et axillaire), défaut de descente testiculaire (cryptorchidie) ne permettant pas une 
gamétogenèse complète (Oakes et al., 2008). 
A la puberté, les androgènes assurent le développement des caractères sexuels secondaires 
(musculature, croissance osseuse, pilosité pubienne et axillaire), la mise en place de l’activité 
sécrétrice de tractus génital (prostate, épididyme, vésicules séminales) et l’initiation de la 
spermatogenèse par l’acquisition de la maturité fonctionnelle des cellules de Sertoli (Tan et al., 2005). 
Outre l’augmentation des androgènes, la puberté est, chez l’homme, caractérisée par un ensemble de 
changements hormonaux comme une augmentation de GH (Growth hormone) ou d’IGF-1 (Insulin-like 
growth factor-1) qui participent également à la croissance osseuse et musculaire.  
A l’âge adulte, une partie des effets des androgènes est définitive ou irréversible. En effet, une 
fois la puberté installée, si la production des androgènes cesse, les structures génitales ne régressent 
pas. La testostérone demeure cependant indispensable au maintien des fonctions différenciées de 
certains tissus uro-génitaux (prostate, épididyme, vésicules séminales) (Wilson et al., 1980). Elle 
possède également un pouvoir anabolisant sur le muscle squelettique, participent au développement de 
l’os, au métabolisme du tissu adipeux ou encore à la masculinisation du cerveau (Urban et al., 1995 
Finkelstein et al., 1989 Sato et al., 2004).  
Tout au long de la vie de l’individu, la testostérone joue un rôle majeur pour le soutien de la 
gamétogenèse. Cette fonction est illustrée par le développement de multiples modèles expérimentaux 
pour lesquels la diminution de la production d’androgènes (hypophysectomie, saturation de l’axe 
hypothalamo-hypophysaire par la Gnrh, perte de fonction des récepteurs aux gonadostimulines) 
(Eacker et al., 2008 Huhtaniemi et al., 2002 Layman, 2000) ou la perte de fonction de leur récepteur 
Ar (souris Tmf ou ArKO) (Chang et al., 2013) sont associées à une apoptose massive de la lignée 
germinale au stade spermatocytes et à un arrêt de la spermatogenèse. Il est ainsi admis que les taux de 
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testostérone sont indispensables à la survie et la progression de la différenciation de la lignée 
germinale. 
Dans le testicule humain ou celui des rongeurs, AR est exprimé dans la majorité des types 
cellulaires. On le retrouve au sein des cellules de Leydig, des cellules de Sertoli, des cellules péri-
tubulaires ainsi que dans les stades tardifs de la lignée germinale (spermatides rondes et allongées) 
(Vornberger et al., 199 Suárez-Quian et al., 1999). Son action pour le soutien de la spermatogenèse 
reste néanmoins centrée sur le contrôle des fonctions des cellules somatiques (2001). La testostérone 
peut ainsi agir directement au niveau testiculaire au contact des cellules de Leydig et des cellules de 
Sertoli ; et d’autre part de manière indirecte de part son action sur l’axe hypothalamo-hypophysaire. 
3.1. Testostérone et stéroïdogenèse de la cellule de Leydig 
Dans le testicule, la testostérone agit localement sur les cellules de Leydig afin de favoriser et 
d’entretenir sa propre synthèse. Cette boucle de contrôle autocrine met en jeu l’activation de Ar. Les 
souris invalidées pour Ar spécifiquement dans les cellules de Leydig (souris L-AR-/y) sont stériles et 
présentent une diminution des concentrations de testostérone malgré un taux de Lh élevé (Xu et al., 
2007). L’infertilité est ici associée à un arrêt de la spermatogenèse au stade de spermatide, 
conséquence de l’altération des fonctions sertoliennes dépendantes de la testostérone.  
Les mécanismes moléculaires précis qui conduisent Ar à la régulation de la stéroïdogenèse au 
sein des cellules de Leydig restent à ce jour méconnus. Les souris L-AR–/y présentent un défaut 
d’expression de plusieurs enzymes clefs de la stéroïdogenèse telles que Cyp17, 17βhsd ou 3βhsd (Xu 
et al., 2007). En l’absence de Ar fonctionnel, ces anomalies d’expression sont associées à un 
développement et à une maturation anormale des cellules de Leydig adultes (O’Shaughnessy et al., 
2002). 
Plusieurs études montrent à l’inverse que dans des cellules de Leydig matures, l’expression de 
ces mêmes enzymes est régulée négativement par les androgènes. Ar intervient entre autre dans la 
répression de la propriété transactivatrice du récepteur nucléaire Nur77 sur le promoteur de gènes 
codant des enzymes de la stéroïdogenèse (Song et al., 2012). D’autre part, les androgènes diminuent 
l’expression de Star, enzyme limitante de la synthèse de testostérone (Houk et al., 2004 Eacker et al., 
2008). La testostérone agirait ainsi au niveau local dans le rétrocontrôle de sa propre synthèse.  
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3.2. Testostérone et fonctions sertoliennes 
Accumulée au niveau de l’espace interstitiel, la testostérone est capable de traverser la lame 
basale des tubes séminifères pour arriver au contact des cellules de Sertoli. Elle va ainsi pouvoir 
interagir directement avec ces dernières pour participer à la régulation des fonctions qui leurs sont 
associées.  
A ce jour, les mécanismes moléculaires mis en jeu par la testostérone pour le contrôle de la 
physiologie de la cellule de Sertoli restent encore à définir. Les premières études se sont basées sur la 
comparaison des transcriptomes de testicule de souris sauvages ou invalidées pour le gène codant AR 
spécifiquement dans les cellules de Sertoli (souris S-Ar-/y). Les souris S-Ar-/y sont stériles et 
présentent un arrêt de la spermatogenèse en phase de première division méiotique (spermatocyte 
primaire) (Chang et al., 2004). Celle-ci est essentiellement attribuée à un défaut de développement 
morphologique des cellules de Sertoli (défaut de positionnement nucléaire et des éléments du 
cytosquelette) et à un retard de mise en place de la BHT dont l’intégrité et la dynamique demeurent 
affectées. Ce phénotype histologique est entre autre associé à une diminution des niveaux d’expression 
de transcrits codant les protéines Vimentine ou Laminine-α5, respectivement impliquées dans la 
composition du cytosquelette ou de la matrice extracellulaire de la cellule de Sertoli. De même, les 
niveaux des transcrits de protéines de jonctions mises en jeu dans la composition des spécialisations 
ectoplasmiques basales et apicales (Occludine, Cadhérine, Jam3 ou Zo1) sont diminués dans le 
testicule des souris mutantes S-Ar-/y (Yan et al., 2008b).  
Récemment le développement de la stratégie RIBOTAG appliquée à des souris sauvages ou S-
Ar-/y (nommées respectivement SCRIBO et SCArIBO) a permis l’identification d’un panel plus large 
de transcrits dont la traduction est sous la dépendance de l’activation de Ar par les androgènes (2014). 
Parmi eux, le récepteur Tgfb2, l’inhibiteur des métalloprotéases Timp1 et d’autres régulateurs du 
remaniement du cytosquelette (Mybph, Myosin binding protein H ; Mybpc, Myosin-binding protein C) 
viennent appuyer le rôle clef des androgènes pour la régulation de la dynamique de l’épithélium 
séminifère (Yan et al., 2008c). Une récente étude basée sur l’analyse des souris S-Ar-/y a permis de 
mettre en évidence dans les cellules de Sertoli la régulation par Ar de l’expression des gènes Claudine-
3 et Claudine-13 (Chakraborty et al., 2014). 
La voie de signalisation dépendante de Ar régule également les fonctions nutritives et 
paracrines de la cellule de Sertoli. Nécessaire au soutien de la gamétogenèse, l’expression de la 
Transferrine, glycoprotéine impliquée dans le transport du fer, est dépendante de l’action des 
androgènes (Skinner and Griswold, 1982). D’autre acteurs du métabolisme de la Vitamine D (Vdr, 
Vitamine d receptor ou Cyp27a1), des acides gras (Fabp, fatty acid binding protein) ou encore des 
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rétinoïdes (Cyp26b1 ou Crbp1, Cellular retinol binding protein-1) ont également été identifiés comme 
étant modulés par les androgènes et Ar (2014). Plus inattendue, la perte de fonction de Ar dans les 
cellules de Sertoli se trouve associée à l’augmentation de l’expression de gènes impliqués dans 
l’initiation de la différenciation ovarienne (Foxl2, Forkhead box l2) (2014). Ainsi la signalisation 
androgénique pourrait-elle être impliquée dans l’inhibition du programme de différenciation femelle. 
Parmi les gènes dont l’expression est sous la dépendance des androgènes, une faible 
proportion dépend de l’activité génomique de Ar. Parmi eux, le facteur de transcription Rhox5 
(Reproductive homeobox X-linked 5) ou Pem, pourrait compléter l’action génomique de Ar et servir 
d’intermédiaire à la modulation de l’expression de nombreux gènes androgéno-dépendants (MacLean 
et al., 2013). Les souris mâles invalidées pour Rhox5 sont hypofertiles et présentent une diminution du 
nombre de tubes dont la gamétogenèse est complète (Rao et al., 2003 Hu et al., 2007 Lui and Cheng, 
2012). D’autre part, Ar est capable de répondre à son activation par la testostérone en induisant des 
voies de signalisation cytoplasmiques : la testostérone agit ainsi de manière alterne dite « non 
classique ». Dans les cellules de Sertoli, Ar est particulièrement accumulé à proximité de la membrane 
cytoplasmique où il permet l’activation de la cascade de phosphorylation des Mapks ou encore de la 
kinase membranaire c-Src (Fix et al., 2004 Cheng et al., 2007). L’activation de ces signalisations 
entraîne l’expression d’un panel de gènes bien plus large que celui sous l’influence directe des 
éléments de réponse à AR. Elle permet également de moduler le statut de phosphorylation et donc la 
localisation et la stabilité de protéines appartenant aux complexes de jonctions intercellulaires de la 
cellule de Sertoli. C’est par ce mécanisme, et plus particulièrement par la régulation de la cinétique 
d’activation de c-Src et de la cascade des Mapks, que les androgènes et la Fsh sont impliqués dans le 
maintien de l’adhésion des spermatocytes et spermatides aux cellules de Sertoli ainsi que dans le 
relargage des cellules germinales matures dans la lumière du tube séminifère (2010).  
4. Les oestrogènes : métabolites actifs de la testostérone
La testostérone est métabolisée par l'aromatase en un oestrogène puissant, l'oestradiol (E2). 
Chez l'homme, l'aromatase ou cytochrome P450arom est codée par un gène unique CYP19. Tandis 
que la majorité des oestrogènes circulants proviennent de sources périphériques (graisse, peau, os ou 
cerveau), une quantité non négligeable d'oestrogènes est sécrétée dans le sang directement à partir du 
testicule (15%) (Jayle et al., 1962 Dorrington et al., 1978).  
Chez les mammifères, l’aromatase est exprimée majoritairement dans les cellules de Leydig, 
reconnues comme la principale source de production des oestrogènes testiculaires à l’âge adulte 
(Carreau et al., 1999). On la retrouve également chez l’homme et chez le rongeur dans les stades 
tardifs de la lignée germinale (spermatides allongées et spermatozoïdes) où elle pourrait contribuer la 
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production de près de la moitié des oestrogènes testiculaires (Aquila et al. 2002; Lambard et al. 2004; 
Carreau et al. 2010). 
L’importance de la synthèse des oestrogènes testiculaires chez l’homme a été illustrée par les 
travaux de Maffei (Maffei et al., 2007). Des patients présentant une inactivation du gène codant 
l’aromatase ont montré des altérations de la spermatogenèse à des degrés variables : certains 
présentent une gamétogenèse complète, pour d’autres celle-ci est fortement affectée (oligospermies 
voire azoospermies). D’autre part, les souris invalidées pour l’Aromatase présentent une perte 
progressive de la spermatogenèse qui se traduit par une infertilité dès l’âge de 1 an (Robertson et al., 
1999). Cette dernière résulte d’une apoptose des spermatides ainsi que de la réduction de la viabilité et 
de la motilité du sperme (formation de l’acrosome). Ainsi, les oestrogènes testiculaires semblent-ils 
jouer un rôle clefs dans les processus de différenciation tardive et la maturation de la lignée germinale. 
L’action des oestrogènes au niveau testiculaire est médiée par trois récepteurs aux propriétés 
distinctes. Les récepteurs alpha et beta (Erα, estrogen receptor alpha, Nr3a1 et Erβ, estrogen receptor 
beta, Nr3a2) appartiennent à la sous-famille des récepteurs nucléaires. Activés par la fixation de leurs 
ligands, ils se trouvent recrutés au promoteur de leurs gènes cibles pour en réguler la transcription. Les 
oestrogènes sont également capables de lier un récepteur transmembranaire ; Gper, aussi appelé Gpr30 
(G protein-coupled estrogen receptor-1 ou G protein-coupled receptor 30). Associé à l’adenylate 
cyclase, l’activation de ce dernier permet de transduire rapidement le signal oestrogénique de part 
l’activation des multiples voies telles que la cascade des Mapks ou encore Pi3k ou l’accumulation de 
Ca2+ intracellulaire. 
Les récepteurs des oestrogènes sont présents dans la plupart des types cellulaires du testicule 
(Carreau et al., 2012)(Chimento et al., 2011). Néanmoins, les conclusions quant à leurs localisations 
précises restent largement controversées, notamment en raison d’une grande variabilité inter-espèces. 
Chez la souris, Erα est décrit dans les cellules de Leydig ainsi que dans les cellules de Sertoli (Zhou et 
al., 2002 Kotula-Balak et al., 2009) ; tandis que chez le rat son expression est étendue au 
compartiment germinal (Shughrue et al., 1998). Chez l’homme, sa présence est restreinte aux cellules 
germinales (Mäkinen et al., 2001). Les travaux d’Eddy décrivent pour la première fois le phénotype 
testiculaire associé à l’invalidation du récepteur Erα. Les souris mâles Erα-/- présentent à 5 semaines 
une hypofertilité progressant jusqu’à l’infertilité à partir de 20 semaines (Eddy et al., 1996). 
L’atrophie testiculaire associée à ce phénotype résulte d’un défaut de réabsorption du fluide séminifère 
par les cellules épithéliales des canaux efférents.  
Contrairement à l’invalidation de Erα, l’invalidation de Erβ chez la souris ne conduit pas à 
une stérilité (Couse et al., 1997). Seule une étude décrit une hyperplasie du tissu interstitiel et une 
Introduction bibliographique 
45 
augmentation du nombre de spermatogonies suggérant le rôle de Erβ dans la régulation de la balance 
apoptose-prolifération (Gould et al., 2007). A ce jour les conclusions obtenues à partir de modèles 
murins invalidés pour le gène codant Gper montrent que celui-ci ne serait pas impliqué dans la 
régulation oestrogénique de la physiologie testiculaire ; les souris invalidées pour Gper sont fertiles 
(Sharma et al., 2013). Cependant, peu de données concernant la qualité de la spermatogenèse chez ces 
animaux sont disponibles et d’autres études sont nécessaires afin de statuer sur le rôle potentiel de 
Gper dans le testicule. 
4.1. Oestrogènes et fonction Leydigienne 
Les oestrogènes participent à la régulation de la stéroïdogenèse testiculaire de part le 
rétrocontrôle qu’ils exercent sur l’axe hypothalamo-hypophysaire. L'oestradiol possède en effet des 
propriétés inhibitrices directes sur les cellules gonadotropes hypophysaires (Kawakami and Winters, 
1999 Sharma et al., 1999). Son action, plus marquée que celle de la testostérone, porte à la fois sur la 
synthèse et la libération (pulsatilité) de la Lh.  
Outre leur action centrale, les oestrogènes limitent la stéroïdogenèse au niveau local. 
L’activation par les oestrogènes de Erα dans des cultures primaires de cellules de Leydig murines se 
traduit par une répression de la synthèse des androgènes (Akingbemi et al., 2003). L’implication de 
Erα pour le contrôle de la stéroïdogenèse a été confirmée in vivo. Tandis que les souris Erβ-/- ne 
présentent aucune modulation de leur statut androgénique, les souris Erα-/- voient leurs concentrations 
de testostérone plasmatique augmentées par rapport aux souris sauvages (Eddy et al., 1996)(Dupont et 
al., 2000). De plus, ces dernières sont insensibles à la répression de la synthèse de testostérone 
attendue suite à l’exposition néonatale de DES. Dans ce contexte, l’inhibition par Erα de l’expression 
d’enzymes de la stéroïdogenèse telles que Star ou Cyp17a1 (Delbès et al., 2005) est dépendante du 
récepteur orphelin Shp (Volle et al., 2009). 
Chez l’homme, ERα est absent des cellules de Leydig (Mäkinen et al., 2001). Pour autant 
l’exposition de cellules testiculaires humaines au Bisphénol A (BPA) entraîne une diminution de la 
production de testostérone suggérant l’implication d’une autre voie indépendante de ERα par laquelle 
les oestrogènes modulent la production d’androgènes (N’Tumba-Byn et al., 2012). Chez l’homme 
comme chez le rat, le récepteur GPER est présent dans les cellules de Leydig et des travaux récents 
montrent que son activation par l’oestradiol ou son ligand synthétique G-1 diminue la production de 
testostérone de près de 30% (Vaucher et al., 2014). 
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4.2. Oestrogènes et balance prolifération / apoptose de la lignée 
germinale 
Dans la lignée germinale, les conclusions quant aux effets des oestrogènes sont variables et 
dépendent majoritairement des stades de différenciation et de l’espèce considérée. La stimulation par 
les oestrogènes des récepteurs Erα et Gper entrainent l’activation des cascades de signalisation 
Egfr/Erk/c-Jun et favorisent la prolifération d’une lignée cellulaire murine de spermatogonies-
spermatocytes I (GC-1) (Sirianni et al., 2008). Ces mêmes voies sont empruntées par les oestrogènes 
dans les cellules germinales à des stades de différenciation plus tardifs. Dans des spermatocytes au 
stade pachytènes ainsi que dans des spermatides rondes, elles jouent cependant le rôle opposé et 
modulent l’expression de gènes codant pour des acteurs clefs de l’homéostasie cellulaire tels que Bax 
ou les Cyclines A1 et B1 en faveur d’un effet pro-apoptotique (Chimento et al., 2012 Chimento et al., 
2011 Chimento et al., 2010). 
D’autre part, les oestrogènes favorisent la survie et la prolifération des cellules de Sertoli par 
l’activation des voies Egfr/Erk1/2-Pi3k-Cycline D1 (Royer et al., 2012 Ge et al., 2014). Tout comme 
dans les cellules germinales, cet effet est médié d’une part par les Erα/β (prolifération) et d’autre part, 
par le récepteur membranaire Gper (survie) (Lucas et al., 2008; Royer et al., 2012).  
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Figure 21. Représentation schématique des voies de synthèse des acides biliaires.
La synthèse des acides biliaires est réalisée au niveau hépatique à partir du cholestérol. On distingue deux voies de synthèse. La voie classique est 
initiée par la cytochrome Cyp7a1. La voie alterne requiert l’intervention de la cytochromes Cyp27a1 pour la production de dérivés oxystérols. 
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dehydrogenase ; Cyp8b1, sterol 12-alpha hydroxylase.
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Partie 2. Les acides biliaires 
Synthétisés essentiellement au niveau hépatique, les acides biliaires sont le constituant majeur 
de la bile et la principale source d’élimination du cholestérol dont ils sont issus. Libérés au sein du 
tractus digestif lors du repas, ils assurent la solubilisation et l’émulsion des graisses et en favorisent 
ainsi la digestion. Outre ce rôle physico-chimique, les acides biliaires possèdent des propriétés de 
molécules de signalisation par l’activation de récepteurs aux propriétés distinctes ; parmi eux le 
récepteur nucléaire Fxrα (Farnesol-X-receptor alpha, Nr1h4) et le récepteur membranaire Tgr5 (G 
Protein-coupled bile acid receptor 1, Gpbar1) sont à l’origine de la régulation du métabolisme des 
acides biliaires, mais également des métabolismes glucidique, lipidique et énergétique. Aux vues de 
leurs multiples fonctions physiologiques, le maintien de l’homéostasie des acides biliaires joue un rôle 
capital et plusieurs pathologies hépatiques sont associées à une accumulation des acides biliaires. 
Présents en concentrations trop élevées les acides biliaires deviennent détergents et provoquent la 
dérégulation des processus physiologiques qu’ils contrôlent.  
A. Biosynthèse 
1. Synthèse des acides biliaires primaires
La biosynthèse des acides biliaires a lieu essentiellement au niveau hépatique. Elle fait 
intervenir une série de modifications enzymatiques du noyau stéroïde ainsi que de la chaine carbonée 
du cholestérol menant à la production des acides biliaires dits primaires : l’acide cholique (CA) et 
l’acide chénodéoxycholique (CDCA) (Russell, 2003). On distingue deux voies de synthèse différentes 
de part la nature de leurs intermédiaires métaboliques et les acteurs enzymatiques qu’elles mettent en 
jeu (Figure 21). 
1.1. Initiation : voie classique et alterne 
La première, dite classique ou voie neutre est à l’origine de 75% des acides biliaires chez la 
souris et 90% chez l’homme (Duane and Javitt, 1999 Schwarz et al., 1996). Elle est initiée par l’action 
de la cholestérol-7α-hydroxylase (ou cytochrome Cyp7a1), enzyme responsable de la conversion du 
cholestérol en dérivé 7α-hydroxy-cholestérol (Russell, 2003). Présente essentiellement au niveau 
hépatique, Cyp7a1 est l’enzyme limitante de la synthèse des acides biliaires (Schwarz et al., 1996). De 
multiples facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation de son expression et contribuent 
de cette façon au maintien de l’homéostasie des acides biliaires et du cholestérol dont ils sont issus 
(pour revue Chiang, 2009). Chez l’homme ou la souris, les récepteurs nucléaires orphelins Hnf4α 
(Hepatocyte   nuclear  factor  4  alpha,  Nr2a1)   et   Lrh1  (Liver   receptor   homolog  1,  Nr5a2)   se 
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fixent au promoteur de Cyp7A1 et régulent positivement sa transcription par le recrutement de co-
activateurs tels que Pgc-1α (Peroxisome proliferator-activated receptor-Gamma Co-activator 1 
alpha) (Crestani et al., 1998 Nitta et al., 1999). Leur activité transactivatrice est régulée par de 
nombreux signaux d’ordre métabolique comme par exemple le glucagon (Song and Chiang, 2006) ou 
les acides biliaires eux mêmes. Chez la souris, la synthèse des acides biliaires est induite par 
l’accumulation de cholestérol dans le foie. Les oxystérols, dérivés oxydés du cholestérol, activent le 
récepteur nucléaire Lxrα (Liver x Receptor alpha, Nr1h3) (Janowski et al., 1996 Lehmann et al., 
1997). En partenariat avec Lrh-1, celui-ci va alors stimuler la transcription de Cyp7a1 (Lu et al., 2000)
(Lehmann et al., 1997). Chez la souris sauvage, un régime riche en cholestérol conduit à 
l’augmentation de la synthèse d’acides biliaires tandis que cet effet est inexistant chez la souris 
invalidée pour Lxrα (Lxrα-/-) (Peet et al., 1998). Il est à souligner que cette régulation a lieu 
exclusivement dans les hépatocytes murins ; chez l’homme le motif DR4 (Direct repeat 4) de fixation 
de LXRα sur le promoteur de CYP7A1 n’est pas conservé. 
Le développement de souris invalidées pour le gène Cyp7a1 (Cyp7a1-/-) a permis de mettre en 
évidence l’existence d’une seconde voie de synthèse des acides biliaires. Les souris Cyp7a1-/- 
présentent une létalité post-natale importante consécutive à une insuffisance hépatique, à un défaut 
d’absorption intestinale des lipides et à une carence en vitamines (Ishibashi et al., 1996). Leurs 
concentrations en acides biliaires sont réduites de 75% par rapport aux souris sauvages (Schwarz et al., 
1996). Chez les animaux survivants 25% de la production d’acides biliaires est maintenue, compensée 
par l’intervention d’une seconde voie de synthèse, dite voie alterne.  
Contrairement à la voie de synthèse classique initiée directement à partir du cholestérol, la 
voie alterne requiert la production de dérivés oxystérols dont la forme majoritaire chez l’homme et la 
souris est le 27-hydroxy-cholestérol. Cette réaction est prise en charge par la sterol-27-hydroxylase, ou 
cytochrome Cyp27a1 (Russell, 2003). La synthèse des acides biliaires débutera alors par la conversion 
des oxystérols en dérivés 7α-hydroxycholestérol sous l’action de l’enzyme oxystérol-7α-hydroxylase 
(Cyp7b1) (Rose et al., 1997 Norlin et al., 2000).  
A l’issue de cette étape d’initiation, les deux voies mènent à la production de dérivés stérols 
oxydés en position C7. Tous seront convertis en forme 3-oxo, 4Δ par la 3β-hydroxy-Δ5-C27-steroid-
oxidoreductase (3βhsd) (Russell, 2003) avant de subir des modifications complémentaires du noyau 
stéroïdien. L’enzyme 12-alpha-hydroxylase (Cyp8b1) détournera la voie de synthèse en faveur de la 
production de CA (Chiang, 2009) ; en son absence, la synthèse aboutira à la production de CDCA ; 
elle déterminera de cette manière la composition finale du pool d’acides biliaires. Sa régulation 
transcriptionnelle est tout comme Cyp7a1 dépendante de l’activité de Hnf4α sur son promoteur 
(Zhang and Chiang, 2001). 
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La synthèse des acides biliaires primaires s’achève par le clivage de la chaîne latérale des 
dérivés stéroïdiens. Chez l’homme, la voie de synthèse classique est la voie de synthèse majoritaire 
(Duane and Javitt, 1999). Elle mène dans des conditions physiologiques à la production de CA et de 
CDCA en concentrations équivalentes. Chez la souris, la synthèse des acides biliaires primaires se 
poursuit par la conversion du CDCA en un acide biliaire plus hydrophobe et moins toxique ; l’acide 
muricholique (muri-CA) (Russell, 2003). Chez le porc, le CA est quasiment absent de la bile alors que 
l'acide hyocholique (hyo-CA), acide biliaire 6α-hydroxylé très hydrophile, est prépondérant. 
1.2. Conjugaison 
Avant d’être excrétés par les hépatocytes, les acides biliaires sont en majorité (98%) conjugués 
à des résidus amines (taurine ou glycine) conduisant respectivement à la production des sels biliaires 
tauro ou glyco-conjugués (Russell, 2003). Ces derniers acquièrent ainsi une structure physico-
chimique de type amphipatique ; ils possèdent à la fois un groupement hydrophile et un groupement 
hydrophobe à l’origine de leur propriété émulsifiante. La réaction de conjugaison est catalysée par les 
enzymes Bile Acid:CoA Synthase (Bacs) et Bile Acid:Amino acid Transferase (Baat), toutes deux 
exprimées dans les hépatocytes (Falany et al., 1994). La proportion entre glyco et tauro-conjugués 
dépend de la disponibilité de chacun des acides aminés ; la conjugaison aux résidus glycine demeure 
majoritaire en condition physiologique (75% du pool d’acides biliaires conjugués) (Humbert et al., 
2012). Au pH physiologique, les acides biliaires seront complexés avec des ions sodium ; ils portent 
alors le nom de « sels biliaires ». 
Les acides biliaires primaires traversent la membrane canaliculaire des hépatocytes avec le 
soutien des transporteurs actifs spécialisés Bsep/Abcb11 (Bile salt export pump) et Mrp2/Abcc2 
(Multidrug resistance protein type 2), membres de la famille des transporteurs ABC (ATP-Binding 
Cassette 11) (Akita et al., 2001 Gerloff et al., 1998). Cette excrétion est accompagnée de celle des 
autres constituants de la bile : cholestérol et phospholipides (phosphatidyl-choline essentiellement) 
seront pris en charge respectivement par les transporteurs Abcg5/8 et Mdr3/Abcb4 (multi drug 
resistance) (Smit et al., 1993 Kidambi and Patel, 2008).
Stockés au niveau de la vésicule biliaire, les acides biliaires primaires sont déversés lors du 
repas au sein du duodénum. La contraction de la vésicule biliaire est sous la dépendance de l’action de 
la cholécystokinine (Cck), hormone libérée par les cellules neuroendocrine de l’intestin en présence 
des graisses et des protéines alimentaires (Marciani et al., 2013). Au contact des lipides, les sels 
biliaires s’organiseront sous la forme de micelles. Cette structure facilite l’action des lipases et le 
passage des composés lipidiques simples à travers la barrière intestinale (triglycérides, vitamines 
liposolubles, cholestérol).  
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Figure 22. Conversion des acides biliaires primaires en secondaires.
Dans l’intestin, les acides biliaires primaires, l’acide cholique et l’acide chénodésoxycholique sont partiellement déconjugués. Ils seront alors pris en 
charge par les bactéries de la ﬂore intestinale. L’intervention de la 7α-déshydroxylase bactérienne conduira à leur conversion en acides biliaires 
secondaires, l’acides désoxycholique et l’acide lithocholique.
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2. Synthèse des acides biliaires secondaires
Dans l’iléon les acides biliaires sont partiellement déconjugués et modifiés par l’action 
d’enzymes de la flore intestinale (Figure 22) (Ridlon et al., 2006). Cette transformation aboutit à la 
synthèse des acides biliaires qualifiés de secondaires : ainsi, l’acide déoxycholique (DCA) et l’acide 
lithocholique (LCA) proviennent respectivement de la conversion du CA et du CDCA par l’enzyme 
7α-deshydroxylase bactérienne. Les acides biliaires secondaires possèdent des propriétés détergentes 
et donc une toxicité plus importante que les acides biliaires primaires (Monte et al., 2009).  
A la suite des différentes transformations effectuées lors du cycle entéro-hépatique une large 
variété d’acides biliaires se retrouve accumulée au niveau du tractus digestif. Tous présentent des 
propriétés physico-chimiques distinctes ; leur association permet l’émulsion de graisses (Monte et al., 
2009). 
3. Cycle entéro hépatique
Au sein de l’iléon ou du colon, la majorité des acides biliaires (95%) est réabsorbée pour être 
reconduite au niveau hépatique par la circulation portale (Figure 23) ; les 5% éliminés par les fèces 
seront compensés par la synthèse de novo afin de maintenir un pool constant d’acides biliaires 
(Hofmann, 1999).  
Au niveau de l’iléon terminal, les acides biliaires primaires sont réabsorbés de manière active 
dans les entérocytes par le transporteur Asbt/Slc10a2 (Apical sodium-dependent bile acid 
cotransporter) (Craddock et al., 1998). Ils seront pris en charge par la protéine de liaison cytosolique 
Ibabp (Ileal bile acid binding protein) et conduit jusqu’à la membrane baso-latérale des entérocytes. 
Le transporteur hétéromérique Ostα/β (Organic solute transporter) permettra leur excrétion dans la 
veine porte (Seward et al., 2003). La majorité des acides biliaires non absorbés est convertie en dérivés 
secondaires. Plus hydrophobes, ces derniers traverseront la barrière entérocytaire par diffusion passive 
majoritairement au niveau du colon. 
De retour au foie, les acides biliaires regagnent les hépatocytes par l’intermédiaire des 
transporteurs Ntcp/Slc10a1 (Na+-dependent Taurocholate Cotransport Peptide), Oatp1b1 et Oatpb3 
(Organic anion transporter) présents au pôle sinusoïdal (Dawson et al., 2009 Hagenbuch and Meier, 
1994). Ils pourront à nouveau être excrétés du côté canaliculaire lors d’un second cycle de digestion. 
Le pool d’acides biliaires subit ainsi 4 à 12 cycles entéro-hépatiques par jour.  
Au pôle sinusoïdal un système d’efflux des acides biliaires est également présent. Il met en jeu 
Figure 23. Représentation schématique du cycle entéro-hépatique des acides biliaires chez la souris.
Les acides biliaires primaires néo-synthétisés dans le foie sont pour la majorité conjugués avec le glycocolle (g) ou la taurine (t) par les enzymes 
Bacs et Baat. Les transporteurs de la super-famille des ABC permettent la sécrétion des constituants de la bile au pôle canaliculaire des hépatocytes. 
Ces derniers seront stockés dans la vésicule biliaire. Lors du repas, la libération de la Cck par les cellules neuroendocrines du duodénum permet la 
contraction des  ﬁbres  musculaire  de la  vésicule  biliaire.  Les  acides  biliaires  sont  alors  déversés  dans le  tractus  digestif  où ils  participeront  à 
l’émulsion et à la solubilisation des lipides alimentaires. Dans l’iléon, les bactéries de la ﬂore permettent la conversion des acides biliaires primaires 
en acides biliaires secondaires. La majorité d’entres eux sera réabsorbée et transportée par la veine porte jusqu’au foie. Captés au pôle basal des 
hépatocytes, ils participeront à un nouveau cycle de digestion. L’excès dacides biliaires est éliminé par les féces. 
Bacs, Bile acid:CoA synthase ; Baat, Bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase ; Bsep, bile salt export pump ; Mrp, multidrug-resistance protein ; 
Mdr3, multidrug resistance P-glycoprotein type 3 ; Ibabp, ileal bile acid binding protein ; Ntcp, Na+/taurocholate cotransporting polypeptide ; Oatp, 
organic anion transporter ; Ostα/β, organic solute transporter α/β ; Asbt, Apical sodium bile acid transporter ; Cck, cholecystokinine
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les transporteurs Mrp3/Abcc3 et Mrp4/Abcc4. Peu exprimés en conditions physiologiques, ces 
derniers ne sont induits qu’en cas de pathologie biliaire lorsque l’accumulation des acides biliaires 
dans les hépatocytes devient trop importante (Zollner et al., 2003 Wagner et al., 2003). 
Le bon déroulement du cycle entéro-hépatique des acides biliaires est sous la dépendance de 
multiples régulations visant à assurer le maintien de leur l’homéostasie des acides biliaires mais 
également celui du cholestérol dont ils sont issus. Ceci implique une régulation coordonnée de la 
synthèse, du transport et de l'élimination des acides biliaires. Cette régulation est en partie conduite par 
les acides biliaires eux mêmes au travers leur activité de molécules de signalisation. 
B. Les acides biliaires, molécules de signalisation cellulaire 
Les acides biliaires possèdent des propriétés de molécule de signalisation par l’activation de 
récepteurs aux propriétés distinctes ; parmi eux le récepteur nucléaire Fxrα et le récepteur 
membranaire Tgr5 (GpbarR1, G protein-coupled bile acid receptor) participent à la régulation du 
cycle entéro hépatique des acides biliaires, mais aussi des métabolismes glucidique, lipidique et 
énergétique. Ils permettent également la modulation des processus liés à l’inflammation et à 
l’immunité.  
Les acides biliaires sont également capables d’induire l’activation des récepteurs Pxr 
(Pregnane x receptor) (Staudinger et al., 2001), Car (Constitutive androstane receptor) ou Vdr 
(Vitamin d receptor) (Makishima et al., 2002). Ces récepteurs sont principalement impliqués dans la 
régulation des mécanismes de détoxications des acides biliaires ainsi que d’élimination de polluants ou 
xénobiotiques (Staudinger et al., 2001 Xie et al., 2001 Sonoda et al., 2002). 
1. Le récepteur nucléaire des acides biliaires : Fxrα
Premier récepteur identifié comme médiateur de la signalisation « acide biliaire », le récepteur 
Fxrα a un rôle prépondérant dans la régulation de l’homéostasie du cholestérol et du métabolisme des 
acides biliaires. 
1.1. Généralités 
Fxrα appartient à la superfamille des récepteurs nucléaires. Il fût isolé pour la première fois à 
partir de foie de souris dans le cadre de la recherche d’interacteurs du récepteur aux acides rétinoïques 
Rxrα (Retinoid x receptor-alpha) ce qui lui a valu l’appellation initiale de Rxr-interacting-protein-14 
(RIP14) (Seol et al., 1995). Ce n’est que plus tard, lors de la caractérisation du farnésol comme ligand, 
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que la dénomination Fxrα pour Farnesol-X-Receptor lui a été attribuée (Makishima et al., 1999 Parks 
et al., 1999 Wang et al., 1999). 
Le gène Fxrα code, chez l’humain comme chez la souris, quatre isoformes (Fxrα 1-2-3 et 4), 
issus de l’épissage alternatif du transcrit Fxrα (Huber et al., 2002). Ces derniers différent par leur 
potentialité transactivatrice in vitro ainsi que par leur distribution tissulaire (Zhang et al., 2003 Lee et 
al., 2001 Lee et al., 2005). Le rôle de chacune des isoformes ne sera pas abordé ici et le terme Fxrα 
désignera de manière générale l’ensemble des quatre isoformes.  
Fxrα est largement exprimé au sein des tissus impliqués dans le cycle entéro-hépatique des 
acides biliaires ; on le retrouve particulièrement dans l’iléon ou le foie (Zhang et al., 2003). Il est 
également retrouvé exprimé dans le rein, la glande surrénale, le testicule et à un moindre niveau dans 
le tissu adipeux où son rôle demeure à ce jour méconnu. 
Le récepteur Fxrα appartient à la famille des récepteurs nucléaires. Il en possède la structure 
caractéristique : 1) en N-terminal, le domaine AF1 permet le recrutement des co-activateurs 
indépendamment de la présence du ligand ; 2) le domaine central porte le domaine de liaison à 
l’ADN (DBD, DNA Binding Domain) ; 3) le domaine charnière permet le recrutement des 
corépresseurs en l’absence de ligand ; 4) en C-terminal, on retrouve le site d’hétéro-dimérisation, le 
domaine de liaison au ligand (LBD, Ligand Binding Domain) ainsi que le domaine AF2 nécessaire au 
recrutement des co-activateurs en réponse à la fixation du ligand (Viennois et al., 2011). 
Au sein de ses tissus cibles, Fxrα forme un hétérodimère obligatoire avec le récepteur de 
l’acide rétinoïque 9-cis, Rxr. L’hétérodimère Rxr/Fxrα est capable de se lier à une séquence consensus 
sur le promoteur de ses gènes cibles. Cette dernière comporte deux séquences répétées inversées de 
type IR1 (Inverted repeat 1) (AGGTCAnACTGGA) (Laffitte et al., 2000). L’activation du complexe 
par les ligands respectifs de chacun des deux récepteurs conduit à un changement conformationnel de 
l’hétérodimère. Ceci permet la libération de co-represseurs (NCor, nuclear corepressor) au profit du 
recrutement de co-activateurs tels que Pgc1α (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
coactivator 1-alpha) ou Src1 (Steroid receptor coactivator 1) (Downes et al., 2003 Zhang et al., 
2004) ; la transcription des gènes cibles est alors initiée. Fxrα est également présent sur certains 
promoteurs de gènes sous la forme de monomère ou d’homo-dimère. Bien que peu décrit, Fxrα 
jouerait dans cette configuration le rôle de répresseur transcriptionnel (Claudel et al., 2002 Claudel et 
al., 2005).  
Chez l’Homme, la séquence génomique de FXRα semble relativement stable et peu de 
variants ont été à ce jour mis en évidence. Quatre d’entre eux (-1g>t, M1V, W80R, M173T) ont pu 
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cependant être associés chez la femme à une prédisposition au développement de cholestases 
gestationnelles (ou cholestase gravidique)(Van Mil et al., 2007). D’autre part, un haplotype de FXRα 
(HNR1_1) retrouvé dans la population mexicaine, est associé au développement de pathologies 
lithiasiques (calculs biliaires) (Kovacs et al., 2008). 
L’affinité relative des ligands de Fxrα est déterminée généralement par des méthodologies de 
type FRET (Fluorescence resonance energy transfer) ou de gène rapporteur dans des système 
cellulaires artificiels exprimant de manière ectopiques les constructions d’intérêt. Il est donc difficile 
d’extrapoler les conclusions de ces études à un système in vivo. D’autre part, selon le protocole utilisé, 
toutes ne concluent pas à des valeurs d’EC50 identiques pour chacun des ligands testés. Néanmoins, 
l’ordre relatif de leur affinité demeure cohérent. Les ligands naturels connus de Fxrα sont par ordre 
d’affinité le CDCA, le LCA = DCA, et le CA (Makishima et al., 1999; Parks et al., 1999; Yu et al., 
2002)(Pellicciari et al., 2004). Il est à noter que les formes glyco- et tauro-conjugués du CDCA, DCA 
et LCA ont un pouvoir agoniste préférentiel vis-à-vis de Fxrα comparé à leur forme native respective 
(Campana et al., 2005).  
Des ligands semi-synthétiques de Fxrα ont été développés à partir de la structure du CDCA 
afin d’améliorer ses propriétés agonistes. Parmi ces derniers, le 6α-éthyl-CDCA, connu sous la 
terminologie INT-747, possède une affinité supérieure à celle du CDCA (EC50 = 90nM) (Pellicciari et 
al., 2009). Le GW4064 est un agoniste synthétique couramment utilisé en expérimentation in vitro ou 
in vivo. Il présente une affinité élevée pour Fxrα de l’ordre du nano-molaire (0,99-2 nM), soit 1000 
fois supérieure à celle du ligand naturel CDCA (Feng et al., 2009). Fxrα possède également un 
antagoniste naturel issu de plante ; la guggulstérone est extraite de Commiphora mukul (Urizar and 
Moore, 2003; Wu et al., 2002). Son administration à des souris nourries par un régime riche en graisse 
prévient l’accumulation de cholestérol hépatique en favorisant la synthèse des acides biliaires (Urizar 
et al., 2002). 
1.2. Rôles physiologiques 
1.2.1. Fxrα et acides biliaires 
L’étude d’un modèle murin invalidé pour le gène codant Fxrα (souris Fxrα-/-), a permis de 
mettre en évidence l’implication de Fxrα dans la régulation du cycle entéro-hépatique et dans la 
régulation de la biosynthèse des acides biliaires (Sinal et al., 2000). Les souris Fxrα-/- adultes 
présentent de forts taux plasmatiques d’acides biliaires consécutifs à des troubles du rétrocontrôle de 
leur synthèse hépatique (Anakk et al., 2011 Sinal et al., 2000). Les mécanismes moléculaires 
impliqués dans ce phénotype ont été définis (Figure 24).  
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Chez la souris, l’activation de Fxrα au niveau du foie est responsable de la répression de 
l’expression des gènes codant Cyp7a1 et Cyp8b1, enzymes clefs de la biosynthèse des acides biliaires 
primaires. Ce mécanisme fait intervenir différents intermédiaires, membres de la superfamille des 
récepteurs nucléaires. Le récepteur orphelin Shp, cible transcriptionnelle de Fxrα interfère avec 
l’action du facteur de transcription Lrh1, impliqué dans l’induction de l’expression de Cyp7a1 (Lu et 
al., 2000 Goodwin et al., 2000). De la même manière, la voie Fxrα/Shp bloque la transactivation du 
récepteur nucléaire Hnf4α sur le promoteur de Cyp8b1 (Zhang and Chiang, 2001).  
L’action hépatique de Fxrα pour la régulation de la synthèse des acides biliaires est complétée 
au niveau intestinal par l’induction du facteur de croissance Fgf15 chez la souris (Holt et al., 2003). 
Exprimé dans les cellules épithéliales iléales en réponse à l’activation par les acides biliaires de Fxrα, 
Fgf15 est acheminé jusqu’au foie par la veine porte et agit de manière endocrine sur les hépatocytes en 
activant son récepteur Fgfr4 (Fibroblast growth factor receptor 4) (Holt et al., 2003; Inagaki et al., 
2005). L’activation de Fgfr4 requiert la présence de son partenaire, la protéine β-Klotho, et conduit à 
la répression de l’expression de Cyp7a1, probablement par l’intermédiaire des voies Erk et Jnk 
(Extracellular signal-regulated kinases, c-jun nh(2)-terminal kinase) (Ito et al., 2005 Kong et al., 
2012). Récemment, les travaux publiés par l’équipe de Moschetta montrent que la réexpression 
intestinale de Fxrα chez des souris Fxrα-/- suffit à restaurer le rétrocontrôle de la synthèse hépatique 
(Degirolamo et al., 2014).  
En parallèle, Fxrα protège le foie des effets toxiques de l’accumulation des acides biliaires. 
Son activation diminue leur import au sein des hépatocytes en réprimant, via Shp, l’expression du 
transporteur sinusoïdal Ntcp (Denson et al., 2001). De plus, l’activation de Fxrα favorise l’excrétion 
des acides biliaires dans les voies biliaires par l’induction transcriptionnelle du transporteur Bsep 
(Wagner et al., 2003). Cet effet est mis en relation avec la diminution de l’excrétion au sein du tractus 
digestif des acides biliaires chez les souris invalidées pour Fxrα (Sinal et al., 2000). Dans les 
hépatocytes, Fxrα augmente l’expression des gènes codants les protéines de détoxication des acides 
biliaires telles que Cyp3a11 et Ugt2b4 (UDP-GlucuronylTransferase 2B). Dans les entérocytes, 
l’expression du transporteur membranaire Asbt et de la protéine cytosolique Ibabp est régulée sous la 
dépendance de Fxrα (Neimark et al., 2004 Hwang et al., 2002).  
1.2.2. Fxrα et triglycérides 
Fxrα est également impliqué dans le contrôle du métabolisme lipidique au niveau hépatique 
(Figure 25 A.) (Claudel et al., 2005). Son action limite la synthèse des triglycérides via l’inhibition, 
par Shp, de l’activité transactivatrice du facteur de transcription Srebp1c (Sterol regulatory element 
binding protein-1c), régulateur majeur des enzymes du métabolisme des acides gras ; parmi ces 
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Figure 25. Fxrα : fonctions physiologiques.
A, Fxrα limite la synthèse des triglycérides. Dans le foie, l’induction de Shp par Fxrα réprime l’activité transactivatrice de Srebp1c, acteurs clef 
régulant positivement les enzymes de la synthèse des triglycérides (Acc, Scd1). De plus, Fxrα favorise l’hydrolyse des lipoprtéines VLDLs par 
l’induction de la lipoprotéine lipase ApoC-II. B, Fxrα  réprime la néoglucogénèse et la glycogénolyse. L’induction de Shp  par Fxrα  favorise la 
répression de l’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription Foxo1, Gr et Hnf4α sur le promoteur des enzymes Pepck et G6p. C, Fxrα rôle 
anti-inﬂammatoire. Dans le foie ou les entérocytes Fxrα réprime l’activité de Nf-kB sur le promoteur des cytokines inﬂammatoires Il-1 et Tnf-α. 
Dans le foie, Fxrα induit l’expression de Lkb-1 et réduit la génération de ROS. Dans les entérocytes, l’induction de la transcription de l’Ang1 par 
Fxrα favorise la défense microbienne.
Fxrα, Farnesoid x receptor alpha ; Rxr, Retinoid x receptor ; Shp, Short heterodimer partner ; Hnf4α, Hepatocyte nuclear factor 4 alpha ; Lrh1, 
Liver receptor homolog-1 ; Nf-KB, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells ; Scd-1, Stearoyl coenzyme A desaturase 1; Acc, 
Acétyl-CoA carboxylase  ;  TG,  triglycérides  ;  Pepck,  Phosphoenolpyruvate-carboxykinase  ;  G6p,  Glucose-6-phosphatase  ;  Gr,  glucocorticoid 
receptor ; Foxo1, Forkhead box protein O1 ; Srebp1c, Sterol regulatory element-binding protein-1c ; ApoC-II, apolipoproteine CII ; Il-1, Interleukine 
1 ; Tnf-α, Tumor necrosis factor alpha ; Ang1, Angiogenine 1 ; Lkb1, Liver kinase B1
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dernières l’Acc (Acetyl-coA synthase) ou encore Scd1 (Stearoyl coenzyme A desaturase 1) sont 
impliquées dans la production des acides gras mono-insaturés (Watanabe et al., 2004b Horton et al., 
2002). En plus de limiter la lipogenèse, Fxrα contrôle également le métabolisme des lipoprotéines et 
favorise l’hydrolyse des VLDLs (Very Low Density Lipoprotein) par l’induction transcriptionnelle de 
l’activateur des lipoprotéines lipases Apoc-II (Apolipoproteine c II) (Kast et al., 2001). Cet effet est 
confirmé par l’observation, chez les souris Fxrα-/- de fortes concentrations plasmatiques en 
triglycérides et de leur accumulation au niveau hépatique conduisant à la stéatose (Watanabe et al., 
2004b). Une récente étude vient illustrer une fois de plus le rôle protecteur de l’activité de Fxrα vis-à-
vis de l’hypertriglycéridémie et de la stéatose. Les souris Hrn (Hepatic p450 reductase null mice), 
invalidées pour les cytochromes hépatiques, présentent des niveaux faibles d’acides biliaires et une 
stéatose liée à l’accumulation des triglycérides (Kunne et al., 2014). Le traitement de ces souris par un 
régime supplémenté en acide obéticholique, ligand spécifique de Fxrα, améliore le phénotype 
hépatique et réduit les niveaux de VLDLs plasmatiques. Par ailleurs, plusieurs acides biliaires de 
synthèses, ligands agonistes de FXRα, ont déjà été développés dans le but de lutter contre les 
hypertriglycéridémie chez l’Homme. Aussi, l’acide obéticholique est aujourd’hui en cours de phase de 
test clinique II pour le traitement de la stéatose hépatique non alcolique (NASH) (Adorini et al., 2012). 
Principale étiologie de la cirrhose hépatique, cette maladie touche aujourd’hui près 5% des populations 
nord américaines et européennes (Ong and Younossi, 2007). 
1.2.3. Fxrα et glucides 
Au niveau hépatique, Fxrα régule le métabolisme glucidique (Figure 25 B.). Dans le foie, 
l’activation de Fxrα par les acides biliaires ou le GW4064 diminue l’expression de Pepck 
(Phosphoenolpyruvate-carboxykinase), enzyme clef de la néoglucogenèse ; son action porte également 
sur l’expression de la G6p (Glucose-6-phosphatase), intervenant dans les réactions de glycogénolyse 
(Ma et al., 2006; Zhang et al., 2006). Cette répression fait ici aussi intervenir l’intermédiaire Shp. Fixé 
à Pgc1α, il inhibera l’activité transactivatrice des facteurs de transcriptions Gr (Glucocorticoide 
Receptor), Hnf4α ou encore Foxo1 sur le promoteur des enzymes hyperglycémiantes (Borgius et al., 
2002; Yamagata et al., 2004). Les souris Fxrα-/- présentent une intolérance au glucose accompagnée 
d’une résistance à l’insuline (Cariou et al., 2006; Ma et al., 2006; Zhang et al., 2006). Dans des souris 
sauvages ou diabétiques (souris db/db) l’activation de Fxrα restaure la glycémie. Enfin, l’expression 
ectopique de Fxrα par un adénovirus dans le foie de souris conduit à une diminution des taux 
plasmatiques de glucose (Zhang et al., 2006). 
Introduction bibliographique 
56 
1.2.4. Fxrα et propriété anti-inflammatoire 
Comme souligné précédemment, le rôle hépato-protecteur de Fxrα est attribué à son action 
centrale pour le maintien de l’homéostasie lipidique (cholestérol et triglycérides) et glucidique. Ces 
propriétés sont complétées par la mise en évidence de son action anti-inflammatoire (Figure 25 C.). 
Lors de pathologies hépatiques de type cholestase, Fxrα protègerait les hépatocytes de l’inflammation 
induite par l’accumulation des acides biliaires (Wang et al., 2008). Dans des lignées d’hépatocytes 
humains (HepG2) l’activation de FXRα par ses ligands diminue la fixation de NF-KB (nuclear factor-
kappa B) sur le promoteur de ses gènes cibles et réduit l’expression de cytokines inflammatoires en 
réponse au LPS (lipopolysaccharide) (Wang et al., 2008). Fxrα permet également de lutter contre la 
production de ROS (Reactive Oxygen Species) induite par la production d’agents inflammatoires lors 
de pathologies hépatiques chroniques (Nakamoto and Kaneko, 2003 Kitada et al., 2001). In vitro et in 
vivo chez la souris, l’activation de Fxrα par le GW4064 favorise l’activité de Lkb1 (Liver Kinase B1), 
thréonine kinases jouant un rôle clef pour la protection cellulaire en présence de ROS (Lee et al., 2012; 
Shaw et al., 2005).  
L’action immunosuppressive de Fxrα est également identifiée au niveau intestinal et 
particulièrement dans le colon. Les souris Fxrα-/- développent spontanément une inflammation 
importante de l’épithélium intestinal associée à une forte réponse immunitaire (Yang et al., 2007a Kim 
et al., 2007). Dans des modèles murins de colite, les symptômes inflammatoires sont améliorés suite à 
l’activation de Fxrα par l’administration de ses ligands (Inagaki et al., 2006) (Gadaleta et al., 2011) ; 
Fxrα limite le recrutement de cellules immunitaires à la muqueuse et préserve l’intégrité de la barrière 
intestinale (Gadaleta et al., 2011). Dans ce contexte Fxrα permettrait de favoriser l’expression de 
gènes tels que celui codant l’Angiogénine, impliquée dans la défense anti-microbienne (Inagaki et al., 
2006). Aussi, tout comme dans les hépatocytes, l’activation de Fxrα dans les entérocytes interfère 
également avec l’activité transactivatrice de Nf-Kb pour la production de cytokines en réponse au LPS 
(Gadaleta et al., 2011). 
1.2.5. Fxrα et hormones stéroïdiennes 
a) Fxrα et glucocorticoïdes
Fxrα est retrouvé fortement exprimé dans les cellules de la zone fasciculée de la 
corticosurrénale où son activation participe à la régulation de la synthèse des corticostéroïdes. Aussi, 
chez la souris, le traitement par du GW4064 conduit à une élévation des concentrations de 
corticostérone plasmatique (Hoekstra et al., 2012). Cette dernière est associée dans la surrénale à 
l’augmentation par Fxrα de l’expression de Srb-1, transporteur responsable de l’import du cholestérol 
(Hoekstra et al., 2012). L’action de Fxrα serait complétée au niveau périphérique par l’augmentation 
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Figure 26. Fxrα et stéroïdogenèse Leydigienne chez la souris
A, Dans les cellules de Leydig, l’induction de Shp en réponse à l’activation de Fxrα, conduit à l’inhibition de l’activité transactivatrice des récepteurs 
Lrh1 et Sf1 sur le promoteur des enzymes stéroïdogènes Star, Cyp11a1 et 3β-hd. B, Dans une lignée de cellules de Leydig tumorales, Fxrα entre en 
compétition avec Sf1 sur le promoteur de l’Aromatase ce qui inhibe son expression.
Fxrα, Farnesoid x receptor alpha ; Rxr, Retinoid x receptor ; Shp, Short heterodimer partner ; Lrh1, Liver receptor homolog-1 ; Sf1, Steroidogenic 
factor 1 ; Star, Steroidogenic acute regulatory protein ; Cyp11a1 (P450scc), cytochrome P450 side chain cleavage ; 3βhsd, 3-beta hydroxysteroid 
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de la biodisponibilité des glucocorticoïdes vis-à-vis de leurs tissus cibles ; aussi, dans des cellules 
intestinales humaine (Caco-2), FXRα réprime l’expression du gène codant pour l’UGT2B7 considérée 
comme l’enzyme majeure du catabolisme des hormones stéroïdes surrénaliennes (Lu et al., 2005).  
Intégrée au rôle des glucocorticoïdes pour la régulation du métabolisme glucidique, l’activité 
de Fxrα pourrait favoriser les phénomènes d’adaptation métabolique en réponse au stress (Cassuto et 
al., 2005; McMahon et al., 1988; Opherk et al., 2004). Alors qu’en condition basale son activation au 
niveau hépatique réprime l’expression des enzymes de la glycogénolyse/néoglucogénèse, Fxrα est 
indispensable à leur induction en conditions de mise à jeun (Yamagata et al., 2004; Zhang et al., 
2006). Au niveau moléculaire, les travaux de Ma et al. proposent qu’à l’état de jeûne les niveaux 
élevés de Fxrα hépatiques permettent sa fixation à des éléments de réponse de faible affinité (type 
IR8) sur le promoteur du récepteur aux glucocorticoïdes Gr favorisant ainsi son expression et 
permettant de répondre au stress hypoglycémiant par l’induction des enzymes telles que la Pepck ou la 
G6p (Ma et al., 2006). 
b) Fxrα et hormones sexuelles
i Fxrα et androgènes 
En 2007, les travaux de Volle et al. ont mis, pour la première fois, en évidence la présence de 
Fxrα au sein de l’espace interstitiel du testicule de souris, suggérant son implication dans le contrôle 
de la synthèse des stéroïdes testiculaires (Volle et al., 2007). Alors que les souris Fxrα-/- mâles ne 
présentent aucune modulation des concentrations de testostérone plasmatique, l’induction de Fxrα 
chez des souris sauvages se traduit par une diminution de la production d’androgènes et ce 
indépendamment de l’axe hypothalamo-hypophysaire. Cette observation est associée, 12h après 
l’injection de GW4064, à la diminution de l’expression testiculaire des gènes codant pour les enzymes 
principales de la stéroïdogenèse Star, Cyp11a1 et 3-βhsd. Les mécanismes moléculaires mis en jeu 
dans ce phénomène ont été décrits (Figure 26) ; l’activation de Fxrα dans les cellules de Leydig induit 
la transcription du gène codant pour le récepteur orphelin Shp. Celui-ci inhibe en retour les activités 
transactivatrices des récepteurs nucléaires Lrh-1 et Sf-1 sur le promoteur des gènes stéroïdogènes.  
L’ensemble de ces données soulève plusieurs interrogations quant à la signification 
physiologique que pourrait porter l’action répressive de Fxrα vis-à-vis de l’homéostasie des 
androgènes. Cette question est soutenue par le fait que l’androstèrone, intermédiaire de la synthèse des 
stéroïdes est capable, in vitro, de lier Fxrα et d’en induire l’activation (Wang et al., 2006a). Dans ce 
contexte l’hypothèse selon laquelle Fxrα pourrait contribuer au rétrocontrôle de la stéroïdogenèse et 
réguler localement l’équilibre de la synthèse de la testostérone reste à définir.  
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Par ailleurs, il est important de considérer les conséquences que pourrait engendrer l’activation 
aberrante de Fxrα dans le cadre de conditions pathologiques. Cette question est d’autant plus 
intéressante que l’on sait que lors de cholestase chez l’homme, l’augmentation des concentrations 
d’acides biliaires plasmatiques est associée à une diminution des concentrations plasmatiques 
d’androgènes.  
ii Fxrα et oestrogènes 
Les travaux de Catalano menés in vitro suggèrent l’implication de Fxrα pour la répression de
la synthèse des oestrogènes testiculaires (Figure 26). Activé dans des cellules de Leydig tumorales par 
le GW4064 ou le CDCA, Fxrα entre en compétition avec Sf-1 sur le promoteur de l’Aromatase et
réduit ainsi son expression (Catalano et al., 2010). La validité de ce mécanisme in vivo reste à ce jour à 
démontrer. Ceci est d’autant plus vrai que d’autres travaux montrent qu’à l’inverse FXRα possède
dans des lignées cellulaires humaines de cancer du sein, des propriétés pro-oestrogéniques favorisant 
leur capacité proliférative (Journe et al., 2008). Dans ce contexte, les auteurs décrivent une interaction 
physique de FXRα avec le récepteur ERα ; celle-ci favoriserait, en l’absence d’oestrogènes, les
propriétés transactivatrices de ERα pour l’induction de l’expression de ses gènes cibles. La
signification clinique de ce mécanisme est soutenue par des données épidémiologiques décrivant une 
corrélation positive entre les niveaux d’accumulation de FXRα et les taux de prolifération de tumeurs
mammaires de femmes présentant de faibles concentrations d’oestrogènes (femmes post-
ménopausées) (Journe et al., 2009).   
2. Le récepteur membranaire des acides biliaires : Tgr5
Le récepteur Tgr5, membre de la classe 1 des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), est 
aussi connu sous l’appellation Gpbar-1. Initialement identifié comme récepteur orphelin, il est 
aujourd’hui reconnu comme le récepteur membranaire des acides biliaires (Maruyama et al., 2002). 
2.1. Généralités 
Tgr5 fut identifié pour la première fois dans le cadre de la recherche in silico de nouveaux 
GPCRs (Récepteurs couplés aux protéines G) sur la base de leur homologie de séquence en acides 
aminés. Cette stratégie a conduit en 2002 et 2003 à l’isolation du gène codant TGR5/Tgr5 par les 
travaux de Maruyama (Maruyama et al., 2002) et Kawamata (Kawamata et al., 2003). Chez l’Homme, 
TGR5 est codé par un gène unique constitué de 2 exons ; l’homologue murin n’en présente qu’un. Peu 
de polymorphismes du gène codant TGR5 ont à ce jour été mis en évidence chez l’homme. Le variant 
SNP annoté rs1155482 conduit à la perte de fonction de signalisation du récepteur. Sa présence a pu 
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être associée au développement de pathologies inflammatoires des voies biliaires (cholangite 
sclérosante primitive) (Hov et al., 2010). 
Tgr5 est une protéine de 35kDa constituée de 7 domaines transmembranaires caractéristiques 
de la structure des GPCRs (Hov et al., 2010). Sa stimulation en réponse à la fixation de ses ligands est 
à l’origine de l’activation de l’adénylate cyclase et de l’élévation des concentrations intracellulaires 
d’AMPc (Kawamata et al., 2003 Zhong, 2010). L’AMPc sera à son tour responsable de l’activation de 
la Pka. Cette dernière phosphoryle le facteur de transcription Creb qui, activé, induit, l’expression de 
gènes cibles. Tgr5 peut aussi agir indépendamment de la Pka. Dans des cultures cellulaires de 
neurones, l’augmentation des concentrations de Ca2+ par Tgr5 conduit à la production de ROS (Keitel 
et al., 2010a). A l’inverse, dans les cellules musculaires lisses de la vésicule biliaire l’activation de 
Tgr5 diminue les niveaux de Ca2+ pourtant essentiels aux phénomènes de contraction cellulaire 
(Lavoie et al., 2010). Par ailleurs, plusieurs études in vitro ont relevé la capacité de Tgr5 à induire 
l’activation des voies de signalisation Jnk ou Mapk en réponse aux acides biliaires (Yang et al., 2007b 
Yasuda et al., 2007). Ces dernières, largement impliquées dans le contrôle de la prolifération et de 
l’apoptose cellulaire, soulèvent le rôle potentiel de TGR5 dans le développement de cancers. De plus, 
dans des cellules humaines issues de carcinome oesophagien TGR5 est à l’origine de la production de 
ROS et de l’augmentation du taux de prolifération (McQuaid et al., 2011).  
Les acides biliaires sont aujourd’hui reconnus comme étant les agonistes naturels préférentiels 
de Tgr5. C’est au moyen de la mesure des concentrations d’AMPc intracellulaires libérées dans des 
lignées cellulaires (humaines, HEK295 ; ou de rongeur, CHO) transfectées avec un vecteur 
d’expression Tgr5, que l’affinité relative de chaque nature d’acides biliaires a pu être déterminée 
(Kawamata et al., 2003 Zhong, 2010). Ainsi les acides biliaires secondaires LCA et DCA sont les 
agonistes les plus efficaces de Tgr5 ; leurs EC50 sont respectivement de 0,53 et 1μM, tandis que celles 
des acides primaires CDCA et CA sont de 4,43 et 7,72μM (Kawamata et al., 2003). De plus, les 
dérivés tauro-conjugués présentent de manière générale une affinité plus importante pour Tgr5, le 
tauro-LCA possédant le plus fort pouvoir activateur de toutes les formes d’acides biliaires (EC50 = 
0,29μM). Il est à noter que certains intermédiaires métaboliques stéroïdiens tels que la progestérone ou 
la pregnandione sont capables d’induire à moindre mesure l’activité de Tgr5. 
Depuis sa mise en évidence, plusieurs agonistes spécifiques ont été identifiés et/ou développés 
dans le but de comprendre les fonctions physiologiques propres à l’activation de Tgr5. Ainsi, 
l’utilisation de l’analogue semi-synthétique INT-777 (EC50 = 0.82μM) ou du composé naturel acide 
oléanolique (EC50 OA = EC50 LCA = 2.25 μM) sont-ils aujourd’hui largement utilisés dans le cadre 
d’approches pharmacologiques in vitro ou in vivo (Pellicciari et al., 2009 Sato et al., 2007). 
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L’expression de TGR5 est ubiquiste chez l’Homme et chez l’animal avec des niveaux 
supérieur dans l’épithélium de la vésicule biliaire, de l’intestin (iléon et colon essentiellement), du 
muscle squelettique ou encore du tissu adipeux brun où il est impliqué dans la régulation de multiples 
fonctions métaboliques (Vassileva et al., 2006 Maruyama et al., 2006). Il est aussi retrouvé exprimé 
au sein de différents types cellulaires hépatiques à l’exception des hépatocytes (cellules endothéliales 
sinusoïdales, cellules de Kupffer) (Keitel et al., 2007)(Keitel et al., 2008). Chez l’Homme, TGR5 est 
retrouvé dans les cellules immunitaires et particulièrement dans les monocytes (Kawamata et al., 
2003). La présence de transcrits Tgr5 a également été mis en évidence dans le testicule de 
souris (Vassileva et al., 2006) ; cependant aucune étude n’a permis à ce jour d’identifier le rôle 
potentiel de Tgr5 dans la physiologie testiculaire.  
2.2. Rôle physiologique 
En 2006, la génération de modèles murins invalidés pour le gène codant Tgr5 (souris Tgr5-/-) 
ont permis d’identifier plusieurs voies métaboliques sous l’influence de son activité (Vassileva et al., 
2006 Maruyama et al., 2006).  
En condition basale, les souris Tgr5-/- ne présentent pas de phénotype apparent. Aucune 
altération développementale ou atteinte de la fertilité n’est observée ; les analyses biochimiques ne 
montrent aucune modulation des concentrations plasmatiques de bilirubine, triglycérides, ou glucose 
(Maruyama et al., 2006). Alors que certaines études mettent en évidence une diminution des 
concentrations plasmatiques d’acides biliaires chez les animaux Tgr5-/- (Maruyama et al., 2006 Li et 
al., 2011), d’autres montrent que celles-ci sont identiques à celles retrouvées chez les souris sauvages 
(Vassileva et al., 2006). 
2.2.1. Tgr5 et acides biliaires 
Bien que n’ayant jamais été démontré comme exprimé au sein des hépatocytes (Keitel and 
Häussinger, 2012), Tgr5 contribue au contrôle du métabolisme des acides biliaires, notamment de part 
son action au niveau des voies biliaires (Figure 27 A.) (Keitel and Häussinger, 2011).  
Chez la souris, l’activation de Tgr5 par le LCA ou INT-777 conduit à la relaxation des fibres 
musculaires lisses de la vésicule biliaire (Li et al., 2011). Contrairement au schéma classique de 
signalisation, Tgr5 réduit ici les concentrations intra cellulaires de Ca2+ ce qui conduit à un défaut de 
contractilité cellulaire (Lavoie et al., 2010). Son activation excessive en conditions pathologiques 
pourrait être impliquée dans un défaut de vidange biliaire et participer au développement de maladies 
inflammatoires des voies biliaires, phénomène associé au développement de cholestases (Jazrawi et 
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Figure 27. Le récepteur Tgr5 participe au contrôle des métabolismes glucidique et énergétique.
A, Tgr5 et voies biliaires. L’activation de Tgr5 dans les cholangiocytes ou la vésicule biliaire conduit à la libération de Cl- et permet d’augmenter le 
pH de la bile. Dans les cellules musculaires de la vésicule biliaire, la réduction des concentrations de Ca2+ par Tgr5 limite les phénomènes de 
contraction en réponse à la Cck. B, Tgr5 et dépense énergétique. La stimulation de Tgr5 dans le muscle ou la BAT entraîne l’activation de la Pka. La 
phosphorylation du facteur de transcription Creb induit alors l’expression du gène codant pour l’enzyme Dio2. Cette dernière active l’hormone 
thyroidienne T4 qui favorise les réactions de β-oxydation des acides gras. C, Tgr5 et glucides. Au niveau des entérocytes, l accumulation d’AMPc 
en réponse à Tgr5 permet la synthèse et la libération de l’hormone Glp1. Dans le pancréas, Glp1 favorise la sécrétion d’insuline. D,  Tgr5 et 
inﬂammation. Dans le foie ou les entérocytes Tgr5 limite l’action de Nf-Kb sur le promoteur des cytokines inﬂammatoires Il-1 et Tnf-α. 
AMPc, Adenosine monophosphate cyclique ; Cck, Cholecystokinine ; Nf-Kb, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells ; Il-1, 
interleukine 1 ; Tnf-α, Tumor necrosis factor alpha ; Glp-1, Glucagon-like peptide-1 ; Pka, protéine kinase A ; Creb, cAMP responsive element 
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al., 1995). Chez l’Homme, l’augmentation des niveaux d’expression de TGR5 dans la vésicule biliaire 
est associée au développement de pathologies lithiasiques (Portincasa et al., 2008). De plus, les souris 
Tgr5-/- sont protégées de la pathologie lorsque celle-ci est induite par un régime riche en cholestérol 
(Vassileva et al., 2006).  
A l’inverse, Tgr5 pourrait protéger les épithélium des voies hépato-biliaires des effets 
détergents des acides biliaires (Keitel et al., 2014). Exprimé au sein des cholangiocytes et de 
l’épithélium de la vésicule biliaire, Tgr5 stimule la libération de bicarbonate et augmente le pH de la 
bile (Keitel et al., 2010b). Les acides biliaires acquièrent alors une nature physico chimique plus 
hydrophile réduisant leur toxicité ; Tgr5 joue ici un rôle protecteur vis-à-vis de l’inflammation des 
voies biliaires. Celui-ci est souligné par une récente étude basée sur un modèle de cholestase induite 
par une hépatectomie partielle chez la souris (Péan et al., 2013). Alors que chez les animaux sauvages 
l’induction des concentrations plasmatiques et hépatiques d’acides biliaires est compensée dès le jour 
suivant l’intervention, ces dernières ne seront restaurées que 2 semaines plus tard chez les souris Tgr5-
/-. L’hypersensibilité à la cholestase des souris Tgr5-/- se traduit également par une augmentation plus 
importante des concentrations d’acides biliaires plasmatiques associée à un défaut d’écoulement de la 
bile ainsi qu’à une diminution de leur excrétion urinaire. De plus, la nature des acides biliaires est 
modifiée au profit d’acides biliaires de nature hydrophobe et donc plus toxique, favorisant le 
développement de phénomènes inflammatoires au niveau des voies biliaires extra et intra-hépatiques. 
2.2.2. Tgr5 et dépense énergétique 
L’implication de Tgr5 dans le contrôle du métabolisme énergétique a été révélée par plusieurs 
études (Figure 27 B). Les souris Tgr5-/- sont prédisposées au développement d’une obésité en réponse 
à un régime riche en graisse (Maruyama et al., 2006). Les auteurs décrivent une sensibilité particulière 
des femelles puisqu’à l’état hétérozygote celles-ci présentent une tendance à l’augmentation de leur 
masse grasse au terme des 9 semaines de traitement. Les mécanismes moléculaires à l’origine de ces 
observations ont été identifiés par les travaux menés par Watanabe et ses collègues la même année 
(Watanabe et al., 2006). Le traitement de souris par un régime enrichi en acide cholique restaure 
l’obésité préalablement induite par un régime riche en graisse. En réponse aux acides biliaires, Tgr5 
favorise la dépense énergétique par l’intermédiaire de l’activation de l’hormone thyroïdienne T3 (tri-
iodothyronine) par l’enzyme Dio2 (Iodothyronine deiodinase 2). Cette dernière augmente les réactions 
de β-oxydation des acides gras au niveau du tissu adipeux brun (chez la souris) ou du muscle 
squelettique (chez l’homme) favorisant ainsi la conversion des graisses en énergie.  
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2.2.3. Tgr5 et glucides 
L’implication de Tgr5 dans la régulation de l’homéostasie glucidique a été mise en avant par 
le développement de plusieurs modèles transgéniques (Figure 27 C). Les souris surexprimant Tgr5 
présentent une amélioration de leur tolérance au glucose en réponse à un régime diabétogène ; tandis 
que les souris Tgr5-/- montrent des difficultés à restaurer leur glycémie après injection de glucose 
(Thomas et al., 2008a). Il est toutefois important de noter qu’en physiologie basale aucune différence 
de glycémie n’est observable entre les souris sauvages et Tgr5-/- après mise à jeun (Vassileva et al., 
2010). Dans des lignées cellulaires d’entérocytes murins (Stc-1), l’activation de Tgr5 permet la 
synthèse de l’hormone Glp-1 (Glucagon-like peptide-1)(Katsuma et al., 2005). Par son intermédiaire, 
Tgr5 participe à la libération de l’insuline par le pancréas, et favorise alors la régulation de la glycémie 
que l’on sait affectée dans des pathologies telles que le diabète de type 2 (Kumar et al., 2012). De 
même, un traitement par le ligand naturel de Tgr5, l’acide oléanolique, améliore la sensibilité à 
l’insuline et l’intolérance au glucose chez des souris nourries avec un régime diabétogène (Sato et al., 
2007). 
Chez l’homme, l’augmentation des concentrations d’acides biliaires est associée à une 
amélioration du profil glycémique (Adrian et al., 1993 Meyer-Gerspach et al., 2013 Wu et al., 2013). 
Aussi, chez des patients atteints de syndrome métabolique ayant subit une chirurgie bariatrique, 
l’augmentation des concentrations d’acides biliaires aux niveau intestinal est associée à l’élévation des 
concentrations de GLP-1 et à l’amélioration de leur sensibilité à l’insuline (Patti et al., 2009). 
Récemment, une étude clinique s’est intéressée à l’influence d’un polymorphisme contenu en région 
5’ du gène TGR5 dans une population d’individus prédisposés au développement de diabète de type 2 
(Müssig et al., 2009). Une attention particulière a alors été portée sur le statut métabolique de ces 
individus. Bien qu’aucune corrélation n’ait pu être établie entre le déclenchement de la pathologie 
diabétique et la présence du SNP, les auteurs ont relevé une association avec plusieurs paramètres 
métaboliques tels que des niveaux plus faibles de GLP1. Cette étude soulève ainsi l’intérêt de TGR5 
pour une meilleure compréhension des mécanismes de prédisposition au syndrome métabolique et 
confirme également l’intérêt de son utilisation en tant que cible pharmacologique pour le traitement du 
diabète. Le développement d’agonistes spécifiques de TGR5 fait l’objet de programme de recherche 
très suivis au sein des industries pharmaceutiques. 
2.2.4. Tgr5 immunité et inflammation 
Tgr5 est fortement exprimé dans les cellules immunitaires. On le retrouve chez l’homme 
majoritairement exprimé dans les macrophages et les monocytes CD14+. L’implication de Tgr5 dans 
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le contrôle de l’immunité et de l’inflammation est l’une des premières fonctions à laquelle il fut 
associé (Kawamata et al., 2003).  
Les propriétés anti-inflammatoires de Tgr5 ont été décrites vis-à-vis du foie (Figure 27 D). Les 
souris Tgr5-/- présentent une susceptibilité à l’inflammation et à la nécrose hépatique consécutive à 
l’injection de LPS (Wang et al., 2011). Ces mêmes observations ont été publiées récemment à partir de 
différents protocoles de cholestase induite chez des souris sauvages ou Tgr5-/- (hépatectomie partielle, 
ligatures des voies biliaires ou régime supplémenté en CA) (Péan et al., 2013). De plus, l’activation de 
Tgr5 par ses ligands (t-CA ou acide oléanolique) limite la production de cytokines en réponse au LPS 
dans des macrophages hépatiques (ou cellules de Kupffer) isolés à partir de foie de rat (Keitel et al., 
2008). Cet effet est médié par l’inhibition de la translocation de Nf-Kb au noyau. 
Plusieurs études ont permis de révéler ces mêmes propriétés anti-inflammatoires de Tgr5 au 
niveau intestinal. L’administration de ciprofloxacine ou d’acide oléanolique, ligands de Tgr5, dans un 
modèle murin de colite conduit à la diminution des signes locaux d’inflammation et réduit l’expression 
de cytokines telles que Il-6, Tnfα ou Ifnγ. A l’inverse les souris Tgr5-/- présentent à 12 mois une 
histologie du colon anormale caractérisée par une perte d’intégrité de la barrière intestinale (Cipriani et 
al., 2011). En lien avec un défaut d’expression du transcrit codant la protéine de jonction 
intercellulaire Zo-1, celle-ci favorise le recrutement de cellules immunitaires et conduit à une réponse 
inflammatoire excessive. 
C. Acides biliaires et physiopathologie 
Aux vues de leurs multiples fonctions physiologiques, le maintien de l’homéostasie des acides 
biliaires joue un rôle capital. Présents en concentrations trop élevées les acides biliaires deviennent 
détergents et conduisent à la dérégulation des processus physiologiques qu’ils contrôlent par 
l’intermédiaire de leurs récepteurs (essentiellement Fxrα et Tgr5).
1. Les acides biliaires molécules détergentes
De part leur nature amphipathique, les acides biliaires sont capables d’agir en tant que 
détergents pour la solubilisation des lipides. A la base de leur fonction digestive, cette propriété 
physico-chimique est nécessaire à l’émulsion et la solubilisation des graisses alimentaires (Hofmann, 
1999; Monte et al., 2009). Cette même propriété peut s’appliquer aux lipides membranaires des 
cellules exposées de manière chronique à de fortes concentrations d’acides biliaires.  
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En condition physiologique, les hépatocytes et les cellules endothéliales des voies biliaires 
sont protégées de l’impact détergent des acides biliaires. Dans la bile, ces derniers s’organisent au 
contact du cholestérol et des phospholipides sous la forme de micelles mixtes ; leur pouvoir détergent 
se trouve alors réduit (Monte et al., 2009). L’exemple classique illustrant ce phénomène est fourni par 
les souris invalidées pour le gène codant Mdr2 (Mdr2-/-) chez lesquelles le transporteur canaliculaire 
assurant la présence de phospholipides dans la bile est absent (Fickert et al., 2004). Ces souris 
développent une cholangite chronique ressemblant à ce qui est observé dans les maladies 
inflammatoires des voies biliaires chez l’homme.  
Le pouvoir détergent des acides biliaires dépend de leur nature biochimique : les acides 
biliaires hydrophiles, tels que les sulfo- ou gluco-conjugués, sont considérés comme peu toxiques 
tandis que les acides biliaires les plus hydrophobes sont les plus détergents (Monte et al., 2009). La 
cytotoxicité des acides biliaires peut être provoquée par l’induction d’un phénomène de transition de 
perméabilité des membranes mitochondriales (TPMM) (Botla et al., 1995 Rodrigues et al., 1998). 
Celui-ci conduit à une dépolarisation du potentiel de membrane associé à un découplage de la chaîne 
oxydatives et à une crise énergétique aiguë conduisant à la production de ROS. La libération du 
cytochrome c dans les cellules atteintes engage un processus apoptotique (voie apoptotique 
intrinsèque). D’autres études menées à partir de cultures d’hépatocytes murins montrent que les acides 
biliaires sont capables d’induire l’activation du récepteur de mort Fas et des voies de signalisations 
pro-apoptotiques sous jacentes (Caspase-8, Bid, Bax) (Faubion et al., 1999). Les acides biliaires 
activent alors les voies apoptotiques dites extrinsèques.  
2. Acides biliaires et cancer
Les effets détergents des acides biliaires peuvent conduire à la sélection de cellules résistantes 
à l’apoptose. Combinés à l’accumulation de ROS et à l’augmentation de dommages à l’ADN, les 
acides biliaires sont reconnus pour promouvoir la carcinogenèse particulièrement au niveau des tissus 
du tractus digestif exposés de manière chronique à de fortes concentrations d’acides biliaires. Ceci est 
par exemple illustré par des études épidémiologiques montrant une corrélation entre des troubles du 
reflux gastrique et l’augmentation des risques d’adénocarcinomes œsophagiens (Lagergren et al., 
1999). Dans ce contexte pathologique, l’action des acides biliaires est médiée par Tgr5 qui, favorisant 
l’activation du récepteur Egfr (Epidermal growth factor receptor), permet l’activation de la voie de 
signalisation pro-proliférative des Mapks (Hong et al., 2009). Pour une revue exhaustive concernant 
l’impact carcinogène des acides biliaires se référer à l’article en annexe de ce manuscrit (Baptissart et 
al., 2013b). 
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2.1. Catabolisme des acides biliaires 
En conditions physiologiques les concentrations d’acides biliaires plasmatiques et tissulaires 
(foie et intestin essentiellement) sont maintenues à des taux non toxiques. Ceci est le résultat d’une 
balance finement régulée entre leur synthèse et leur excrétion : c’est le cycle entéro-hépatique. 
Cependant lorsqu’en conditions pathologiques ces mécanismes de régulation sont altérés ou ne 
suffisent plus, des systèmes de détoxication sont nécessaires. Ces derniers sont majoritairement pris en 
charge par le foie, la peau ou les reins. L’élimination des acides biliaires emprunte un procédé 
catabolique commun à plusieurs molécules incluant les hormones stéroïdiennes et thyroïdiennes, la 
bilirubine ou plusieurs médicaments ou polluants. Celle-ci se déroule en 2 étapes à l’issue desquelles 
le composé devenu toxique sera converti en un composé polaire hydrophile dont la solubilité permettra 
son élimination par les fluides biologiques, principalement les urines ou la bile.  
2.1.1. Phase I : les cytochromes 
Les enzymes de phase I appartiennent essentiellement (75%) à la famille des cytochromes 
P450 (Nebert and Russell, 2002). Elles catalysent les réactions d’oxydo-réduction ou d’hydrolyse 
nécessaires à la formation d’un groupement polaire (David Josephy et al., 2005). Celui-ci permettra 
aux enzymes de phase II d’intervenir à leur tour ; cette étape est dite de fonctionnalisation. Chez 
l’Homme, CYP3A4 (Cyp3a11 chez la souris) est retrouvée majoritairement au niveau du foie et de 
l’intestin (Bodin et al., 2005). Elle permet la synthèse des acides biliaires hydroxylés H-CA et H-DCA 
à partir du CDCA et du LCA respectivement ; plus hydrophiles ces derniers seront moins toxiques. 
CYP3A4 prend également en charge l’élimination de la testostérone (Waxman, 1988) ou encore celle 
de l’oestradiol (Kerlan et al., 1992). Plusieurs études mettent en évidence la régulation de Cyp3a11 par 
les acides biliaires (Gnerre et al., 2004). Cette signalisation met en jeu Fxrα. De plus, le traitement 
d’une lignée d’hépatocytes murins HepG2 par du CDCA ou par le GW4064, conduit à l’induction des 
niveaux de transcrits Cyp3a11. Ce même mécanisme existe in vivo ; chez la souris, l’injection de 
GW4064 augmente l’accumulation des transcrits Cyp3a11 au niveau hépatique.  
2.1.2. Phase II : la conjugaison 
Les enzymes de la phase II sont dites de conjugaison (David Josephy et al., 2005). Elles 
catalysent les réactions de transfert d’un acide glucuronique ou d’un groupement sulfate menant à la 
production de dérivés stéroïdiens glucuro ou sulfo conjugués. Dans le foie, ces derniers seront pris en 
charge par les transporteurs Mrp3 et Mrp4 au niveau de la membrane sinusoïdale des hépatocytes 
(Keppler, 2011). Ils rejoindront ainsi la circulation sanguine et seront éliminés par la voie urinaire. 
Introduction bibliographique 
66 
En situation physiologique le LCA est majoritairement présent sous sa forme sulfatée (95%) et 
ce dans le but de réduire ses propriétés détergentes et de favoriser son élimination (Alnouti, 2009). Il 
est intéressant de noter que lors de troubles cholestatiques les niveaux de LCA-S hépatiques et 
plasmatiques diminuent au profit de fortes concentrations retrouvées aux niveaux des urines 
(Summerfield et al., 1977). Ce profil est un peu différent en ce qui concerne les dérivées gluco-
conjugués. En effet, les patients souffrant de cholestases présentent une augmentation de près de 50 
fois des concentrations plasmatiques d’acides biliaires gluco-conjugués ; dans les urines celles ci 
peuvent atteindre prés de 100 fois les niveaux physiologiques (Takikawa et al., 1983) 
Les enzymes permettant la sulfonation sont les enzymes Sult (Sulfotransférase) tandis que la 
glucuronidation est catalysée par les enzymes UGT (Uridine diphosphate glycosyltransférases). 
Ugt2b4 est une glucotransferase exprimée abondamment dans le foie et l’intestin. Outre la prise en 
charge de la détoxication des acides biliaires, elle exerce son activité sur une large gamme de 
composés tels que les xénobiotiques, les oestrogènes ou encore la testostérone (Turgeon et al., 2001). 
Dans des cultures primaires d’hépatocytes humains, l’activation de FXRα sur le promoteur du gène 
codant UGTB4 par le CDCA ou le GW4064 conduisent à une augmentation de sa transcription 
(Barbier et al., 2003).  
De part la régulation des enzymes de la phase 1 et 2 du catabolisme hépatique, les acides 
biliaires sont capables de réguler positivement leur propre élimination. En conditions cholestatiques, 
l’induction des systèmes de détoxications pourrait interférer avec le maintien de l’homéostasie 
d’autres composés endogènes tels que les hormones stéroïdiennes et être à l’origine de pathologies 
annexes telles que l’hypo-androgénie ou le développement de cancers hormono-dépendants (Koruk et 
al., 2004). Cette notion est plus amplement discutée dans la revue présentée en annexe de ce manuscrit 
(Baptissart et al., 2013a) 
3. La cholestase : pathologie associée aux acides biliaires
La cholestase est définie par une réduction du flux biliaire depuis les hépatocytes jusqu’au 
tractus digestif. Les conséquences sont une accumulation dans le foie, le sang et les tissus extra-
hépatiques des substances normalement excrétées dans la bile (acides biliaires, bilirubine, cholestérol), 
et une malabsorption des graisses de la lumière intestinale. On distingue classiquement trois types de 
cholestases établis en fonction de leur étiologie : 1 - intimement liée à la pathologie hépatique, la 
cholestase dite « cellulaire » est associée à un dysfonctionnement hépatocytaire ; 2 - les cholestases 
obstructives intra-hépatiques sont la conséquence d’une perte d’intégrité du réseau de canalicules 
biliaires ; cette situation est par exemple retrouvée dans le cadre de pathologies telles que la cirrhose 
biliaire primitive, ou CBP ; 3 - les cholestases obstructives extra-hépatiques sont secondaires à un 
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obstacle sur les voies biliaires principales. Il est à noter que dans le contexte de cholestases 
obstructives, l’accumulation de bile dans le foie se trouve elle-même à l’origine d’une 
hépatotoxicité qui contribue alors à entretenir la maladie. 
3.1. Les différentes cholestases 
3.1.1. Cholestases hépatocytaires : du trouble hépatique à la 
cholestase 
Les pathologies du foie désignent de manière générale tout trouble hépatique conduisant au 
dysfonctionnement des hépatocytes. Il existe plus d’une centaine de maladies du foie ; parmi elles 
l'hépatite, la cirrhose alcoolique ou encore la stéatose hépatique. Ces dernières peuvent de manière 
chronique évoluer à l’état de cirrhose et conduire au carcinome hépatique. Bien que le trouble 
hépatique ne soit pas nécessairement initié par la présence toxique d’acides biliaires (comme c’est le 
cas lors de cholestases obstructives), leur accumulation dans le foie puis dans le sang lors de celles-ci 
conduit au syndrome cholestatique et aggrave la situation des patients (Gossard and Talwalkar, 2014).  
a) Pathologies hépatiques : épidémiologie
L’incidence des troubles hépatiques n’a cessé d’augmenter ces dernières années. En Europe, il 
est estimé à près de 29 millions le nombre de patients souffrant de maladies chroniques du foie 
(Blachier et al., 2013)(Tsochatzis et al., 2014). La surconsommation d’alcool, l’usage inadapté de 
médicaments, les infections virales et l’augmentation du syndrome métabolique sont les principales 
causes de cette tendance. En France on dénombre aujourd’hui près de 700 000 cas de cirrhose, dont 30 
% au stade sévère. L’âge moyen du diagnostic est estimé à 50 ans. Pendant plusieurs mois voire 
plusieurs années, la pathologie hépatique peut ne déclencher aucun symptôme. On parle alors de 
cirrhose “non compliquée” ou “compensée“. Elle est alors découverte par hasard dans le cadre 
d’examen de santé de routine. Dans près de 80 à 90% des cas la maladie n’est jamais déclarée et reste 
à l’état silencieux. 
b) Pathologies hépatiques : étiologies
Les pathologies du foie présentent des étiologies diverses. Elles peuvent être héréditaires 
comme la maladie de Wilson et l'hémochromatose (Lawless et al., 2008), ou provoquées par la 
consommation chronique d'alcool ou l’exposition prolongée à des toxines environnementales (toxines 
industrielles comme le chlorure de polyvinyle ou le tétrachlorure de carbone) (Milstein et al., 1976). 
L’usage inapproprié de médicaments tels les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) ou encore les 
contraceptifs oraux est connue pour entrainer une hépatotoxicité (Smith, 1974) ; on parle alors 
BSEP
MRP2
MDR3
ABCG5/8
Cholestérol
Phospholipides
NTCP
OATPs
MRP4
MRP3
Hépatocytes
Canalicule
Cholestase
cellulaire Bilirubine
Acides
biliaires
Infections virales
toxiques
ou métaboliques
Circulation
portale
Figure 28. Physiopathologie de la cholestase hépatocytaire chez l’Homme. 
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d’hépatite d’origine médicamenteuse. Le trouble hépatique peut également être la conséquence 
d’infections bactériennes ou virales comme c’est le cas lors des hépatites de type A, B et C (Shima et 
al., 2000 Geier, 2014). D’autres maladies hépatiques sont associées à des désordres métaboliques ; 
c’est par exemple le cas de stéatoses hépatiques non alcooliques (NASH), pathologies courantes dans 
le cadre de patient atteint de syndrome métabolique (Dietrich and Hellerbrand, 2014). 
c) Du trouble hépatique à la cholestase
Les pathologies hépatiques aigües et chroniques sont toutes caractérisées par une inflammation 
associée à la production de cytokines (TNF-α, l'IL-1β, l'IL-6 et l'IL-8) (Trauner et al., 1999). Plus ou 
moins sévère, celle-ci peut à terme provoquer la perte de fonction des hépatocytes. L’excrétion des 
acides biliaires est alors redirigée vers la membrane sinusoïdale des hépatocytes pour rejoindre la 
circulation sanguine (Zollner et al., 2003). Le trouble hépatique donne ainsi lieu à la pathologie qui lui 
est associée, la cholestase hépatocytaire  (Figure 28) (Trauner and Boyer, 2002). 
La perte des fonctions de sécrétion des hépatocytes peut également être provoquée par la 
mutation de transporteurs membranaires (Davit-Spraul et al., 2009). La cholestase est alors génétique , 
ou héréditaire. La cholestase intrahépatique familiale progressive de type 2, ou PFIC 2 (Progressive 
familial intrahepatic cholestasis), est causée par une mutation autosomique récessive du gène 
ABCB11 codant pour le transporteur majoritaire des acides biliaires : le transporteur BSEP. Elle 
provoque un arrêt ou une réduction de l’excrétion des acides biliaires dans les canalicules biliaires qui 
évolue vers l’insuffisance hépato-cellulaire souvent avant l’adolescence. Les patients présentent des 
niveaux sériques de transaminases élevés ainsi qu’une augmentation des concentrations sériques 
d’acides biliaires de 30 fois supérieure à la normale (Davit-Spraul et al., 2010).  
3.1.2. Cholestases obstructives 
a) Cholestases obstructive intra hépatiques
La cholestase peut être provoquée par l’inflammation et la perte d’intégrité du réseau de 
canalicules biliaires intra hépatiques lors des stades avancés de pathologies hépatiques chroniques 
(Figure 29). Les hépatopathies associées à un nombre réduit de conduits biliaires sont nombreuses. Les 
exemples les mieux connus sont ceux des maladies chroniques auto-immunes de type cirrhose biliaire 
primitive (CBP) et cholangite sclérosante primitive (CSP) (Poupon, 2010 Silveira and Lindor, 2008). 
Touchant dans un premier temps les canalicules biliaires interlobulaires, l’inflammation peut s’étendre 
aux tissus hépatiques voisins. Les 15-20 premières années, la pathologie demeure le plus souvent 
asymptomatique. Les concentrations d’acides biliaires sont toutefois déjà élevées. Le syndrome 
cholestatique (démangeaisons, troubles intestinaux) sera alors à l’origine de la suspicion de la maladie 
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A, Les cholestase obstructives intra-hépatiques sont provoquées par l’inﬂammation et la perte d’intégrité du réseau de canalicules biliaires intra 
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et son diagnostique sera appuyé par les marqueurs classiques de souffrance hépatiques (bilirubine ; γ- 
GT, gamma-glutamyl-transpeptidases ; ALAT, alanine aminotransferase ; ASAT, aspartate 
aminotransferase). A des stades plus avancés l’inflammation chronique peut se traduire par une perte 
de fonction hépatique et le développement de cirrhose pouvant évoluer jusqu’au carcinome. Tandis 
que la CBP est retrouvée le plus fréquemment chez la femme âgée de plus de 40 ans (10 femmes 
atteintes pour 1 homme), la CSP touche principalement les hommes (dans 50-80% des cas) et ce dès 
l’enfance ; l’âge médian de la CSP est estimé à 40 ans. 
b) Cholestases obstructive extra-hépatiques
La cholestase peut également être provoquée par une obstruction des voies biliaires 
principales (cholédoque, canal hépatique commun) (Figure 29) : on parle alors de cholestase d’origine 
extra hépatique. La lithiase, plus communément appelée « calculs biliaires », en est la cause la plus 
fréquente. Il est estimé à 20% le nombre d’adultes de plus de 40 ans développant la maladie, et près de 
10% de la population américaine est aujourd’hui concernée (Schirmer et al., 2005 Stinton and 
Shaffer, 2012). Des concentrations trop élevées en cholestérol (hypercholestérolémie, syndrome 
métabolique) (Petitti et al., 1981 Méndez-Sánchez et al., 2005 Bonfrate et al., 2014) ou le défaut de 
sécrétion de phospholipides dans la bile (mutations pour le transporteur MDR3) (Benzimra et al., 
2013) déplacent l’équilibre du ratio cholestérol/phospholipides (cholestérol/phospholipides<1). Les 
concentrations en cholestérol deviennent saturantes et ce dernier précipite alors sous la forme de 
cristaux. La pathologie lithiasique peut également être associée à un défaut de synthèse et ou 
réabsorption des acides biliaires comme par exemple lors d’infections intestinales telle que la maladie 
de Crohn) (Fraquelli et al., 2001). De la même manière que pour le défaut de phospholipides, la 
diminution de la composition de la bile en acides biliaires conduit à une sursaturation du cholestérol 
(Hutchinson et al., 1994). Près de 80 % des patients ayant un calcul vésiculaire n’ont jamais de 
symptôme (Sakorafas et al., 2007). Dans 20% des cas celle-ci va cependant être associée à une 
insuffisance hépatique due à l’accumulation toxique d’acides biliaires (Friedman, 1993).  
L’obstruction des voies biliaires peut également être provoquée par des compressions 
extrinsèques des canaux biliaires (Moss et al., 2006). Des pathologies tumorales telles que les 
cholangiocarcinomes ou l’adénocarcinome du pancréas sont des tumeurs malignes pouvant être à 
l’origine de cholestases.  
3.1.3. Cholestase gravidique 
La cholestase gravidique (ICP, Intrahepatic cholestasis of pregnancy), est une pathologie 
courante de la femme enceinte (0,4 – 1,5% des grossesses). Elle survient au troisième trimestre de la 
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grossesse puis les symptômes disparaissent après l’accouchement (Geenes and Williamson, 2009). Les 
causes exactes de cette pathologie sont encore méconnues. D’abord associée à une compression 
extrinsèque des canaux biliaires par le fœtus en fin de grossesse, des études récentes montrent que les 
hauts niveaux d'oestrogènes, de progestérone ainsi que de leurs métabolites durant cette période 
pourraient également être liés à la pathologie (Abu-Hayyeh and Williamson, 2014 Song et al., 2014). 
Le traitement de cultures primaires d’hépatocytes humains par du 17β-oestradiol conduit à la 
répression transcriptionnelle de BSEP. Celle-ci est médiée par l’intervention du récepteur ERα qui, 
fixé à FXRα en réponse aux oestrogènes, réprime son activité transactivatrice sur le promoteur de 
BSEP (Song et al., 2014).  
La cholestase gravidique s’accompagne d’une augmentation des niveaux plasmatiques de 
transaminases signant la souffrance hépatique qui lui est associée ; les concentrations d’acides biliaires 
peuvent atteindre jusqu’à 14 fois celles mesurées en physiologie basale (Joshi et al., 2010). Outre la 
gène occasionnée par les démangeaisons (prurit), la cholestase gravidique a peu de conséquences chez 
la mère. En revanche, cette pathologie peut avoir des répercutions graves pour le fœtus (Glantz et al., 
2004). Une récente étude clinique montre que les concentrations d’acides biliaires chez la mère sont 
corrélées à l’atteinte du fœtus : poids du corps réduit, naissance prématurée, voire décès de l’enfant 
dès les premiers jours de vie (Kowalski et al., 2014). Récemment, c’est à partir de données 
métaboliques recueillies sur une cohorte d’enfants de 16 ans nés de grossesses cholestatiques, que 
l’équipe de Williamson a pu mettre en évidence une corrélation entre cholestase gravidique et 
prédisposition au syndrome métabolique (altération du profil lipidique) (Papacleovoulou et al., 2013). 
Complétée par un modèle murin, cette étude suggère que, lors de la grossesse, l’accumulation de 
cholestérol et de lipides dans le sang du cordon ombilical pourrait être à l’origine d’un défaut de 
programmation du métabolisme fœtal se répercutant à l’âge adulte par le développement de 
pathologies telles que l’obésité ou le diabète. 
3.1.4. Cholestase néonatale 
Le nouveau-né durant les deux premières semaines de vie est particulièrement exposé au 
développement de cholestase en raison de l’immaturité des mécanismes de la sécrétion biliaire (De 
Bruyne et al., 2011). Les cholestases du nouveau-né sont particulières par leur incidence relativement 
élevée (1/2500 naissances) (Feldman and Sokol, 2013). La pathologie est généralement suspectée par 
la présence de selles décolorées. Son diagnostique est confirmé par l’augmentation de marqueurs de 
souffrances hépatiques ainsi que par l’élévation des concentrations d’acides biliaires chez le 
nourrisson (Pawłowska et al., 1990).  
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Les causes de cholestase néonatales sont multiples (revue exhaustive (Feldman and Sokol, 
2013). A l’image des cholestases chez l’adulte, elles peuvent être la conséquence d’insuffisances 
hépatocellulaires (génétiques, métaboliques ou infectieuses) ou de troubles obstructifs intra/extra-
hépatiques. Dans près de la moitié des cas, la cholestase néonatale est associée à une atrésie des voies 
biliaires (Bernard, 1995). Cette pathologie inflammatoire conduit à la destruction de 80% des conduits 
biliaires communs intra et extra hépatiques. Bien que l’origine de cette pathologie demeure à ce jour 
encore floue, celle-ci pourrait impliquer des mécanismes auto-immuns dirigés contre les voies biliaires 
(Carvalho et al., 2005). Le seul traitement pertinent dans ce contexte est une intervention chirurgicale 
consistant à contourner les voies biliaires affectées en reliant les voies saines directement à l’intestin 
(portoentérostomie Kasaien). Ces enfants seront tout de même exposés à une forte prédisposition au 
développement de cirrhoses dues aux atteintes du réseau canaliculaire intra hépatique et une 
transplantation du foie est souvent nécessaire durant la seconde enfance ou l’adolescence (Fouquet et 
al., 2005).  
Dans 5 à 10% des cas la cholestase néonatale est transitoire ou « bénigne » (Jacquemin et al., 
1998). L’origine de son développement est multifactorielle ; l’immaturité des sécrétions biliaires 
associée à une souffrance hépatique fœtale (ex : ischémie chronique) ou néonatale (infectieuse le plus 
souvent) pourrait favoriser le développement de la pathologie (Suchy et al., 1987). De plus, le fait que 
cette dernière touche le plus souvent le petit garçon (ratio 2 :1) suggère une étiologie liée aux stéroïdes 
sexuels. Les concentrations d’acides biliaires sériques peuvent atteindre jusqu’à 10 fois les 
concentrations physiologiques (pathologie : 61 à 372 μmol/L; physiologie <15 μmol/L) ; elles sont 
diminuées progressivement et ne seront restaurées en moyenne qu’à partir de l’âge de 10 mois alors 
que les signes cliniques de la cholestase (jaunisse) auront quant à eux disparus (Jacquemin et al., 
1998). Son évolution est spontanément favorable et le seul traitement indiqué sera symptomatique : 
l’administration intramusculaire de vitamines liposolubles A, D, E et K et un régime enrichi en 
triglycérides compenseront les carences digestives dues à l’absence d’acides biliaires dans le tractus 
intestinal. 
3.2. Signes cliniques de la cholestase 
La cholestase provoque une grande diminution de la qualité de vie (Figure 30). Des 
démangeaisons intenses ou prurit touchent précocement et au moins transitoirement la majorité des 
patients atteints de cholestase. L’origine de ce symptôme a été récemment attribuée à l’action des 
acides biliaires via l’activation de TGR5 dans les cellules nerveuses cutanées (Lieu et al., 2014). La 
bilirubine est un pigment jaune, produit de dégradation de l’hémoglobine. Conjugués par les enzymes 
de détoxication hépatiques, ce composé est en condition physiologique évacué par la bile. Lors de 
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Figure 30. Les signes cliniques de la cholestase.
L’élévation des concentrations d’acides biliaires plasmatiques est le premier marqueur de la cholestase. Accumulés dans les cellules nerveuses de la 
peau, ils provoquent des démangeaisons intenses,  ou prurit.  La bilirubine retrouvée dans le sang conduit  à l’ictère (jaunissement de l’œil,  des 
téguments,  urines foncées).  L’absence d’acides biliaires au niveau intestinal  provoque une malabsorption des composés alimentaires lipophiles 
(amaigrissement, stéatorrhée, nausées et indigestions). Les carences en vitamines D et K s’accompagnent d’ostéoporose. En chronique et à moyen 
terme, la cholestase peut conduire au développement de cirrhose et favoriser le développement tumoral.
ALAT, Alanine amino transférase ; ASAT, Aspartate aminotransférase, ; γGT, gamma-glutamyl transpeptidase ; BSEP, Bile salt export pump ; 
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cholestase, son accumulation au niveau sanguin provoque une jaunisse, ou ictère ; le fond de l’œil 
n’est plus blanc, les téguments jaunissent et les urines deviennent plus foncées (Fevery, 2008 Levitt 
and Levitt, 2014). Les patients présentent généralement une fatigue intense dont l’origine serait entre 
autre attribuée à une altération des aires cérébrale du sommeil et un dysfonctionnement du 
métabolisme énergétique au sein des muscles squelettiques et cardiaques (Griffiths and Jones, 2014). 
D’autre part, les patients atteints de cholestase présentent un déficit en acides biliaires au niveau du 
tractus intestinal et souffrent de malabsorption des graisses (amaigrissement, stéatorrhée, nausées et 
indigestions). On observera par exemple une baisse anormale du cholestérol sérique (LDL). Les 
carences en vitamine D et K sont entre autres responsables de troubles du métabolisme osseux 
(ostéoporose) (Fisher et al., 2009). Lors de cholestases chroniques ou de crises aigües les 
conséquences peuvent être plus avancées. La toxicité due à l’accumulation d’acides biliaires au niveau 
hépatique peut conduire à la cirrhose et favoriser le développement tumoral (carcinome hépatique) 
(Baptissart et al., 2013b). 
3.3. Les acides biliaires : premier marqueur de la pathologie 
Longtemps asymptomatiques, les cholestases chroniques sont dans la majeure partie des cas 
diagnostiquées tardivement lors d’examens de santé de routine. Plusieurs marqueurs biochimiques 
sont utilisés en clinique pour identifier l’origine de la pathologie et caractériser son état d’avancement. 
Ces derniers sont pour la plupart similaires à ceux utilisés plus généralement dans le cadre de 
souffrances hépatiques. Les transaminases cytosoliques (ALAT, ASAT) et l’enzyme mitochondriale γ-
GT sont présents au sein des hépatocytes (Bulle et al., 1990); lors des dommages cellulaires induits par 
la cholestase, le contenu des cellules hépatiques se déverse dans le sang et leurs concentrations 
peuvent atteindre de 5 à 20 fois les concentrations physiologiques. La bilirubine ou encore la 
phosphatase alcaline (PAL) sont des acteurs de la physiologie hépatique dont l’élimination est prise en 
charge par les voies biliaires. Lors de pathologies hépatiques, leur excrétion est redirigée vers la 
membrane sinusoïdale des hépatocytes pour rejoindre la circulation sanguine (Watanapa, 1996). Au 
delà de 40mmol/L soit plus de 2 fois les concentrations physiologiques, la bilirubine est responsable 
d’un ictère (Fevery, 2008).  
D'autres tests peuvent venir confirmer le diagnostique de la cholestase. Ceux-ci peuvent 
comprendre des méthodes invasives telles qu’une biopsie du foie. Le recours à l’imagerie est utile 
pour préciser l’origine de cholestase obstructives. On fait alors appelle à la cholangiographie, ou à 
l’IRM (imagerie par résonance magnétique) (Bricault, 2013). 
Uniquement utilisé à titre diagnostique lors de cholestases gravidiques (Brites et al., 1998) ou 
lors du rejet de greffes du foie (Baumgartner et al., 1995), l’accumulation des acides biliaires est 
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Figure 31. Comparaison des quantités et compositions d’acides biliaires sériques d’Homme sains et cholestatiques.
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conjugués ; g, glyco-conjugués. Composé à partir de Humbert et al., 2012 

Introduction bibliographique 
73 
pourtant le premier signe biochimique d’une souffrance hépatique. Une récente étude menée chez le 
rat s’est penchée sur l’analyse des concentrations plasmatiques de 1900 métabolites à la suite de 
l’induction d’hépatopathies de diverses natures (Yamazaki et al., 2013). Le marqueur le plus précoce 
et le plus sensible s’est révélé être l’augmentation des concentrations d’acides biliaires plasmatiques. 
Selon le trouble hépatique induit, celles-ci peuvent atteindre de 2 à 330 fois les niveaux 
physiologiques.  
Chez l’Homme, de rares études sont disponibles quant aux concentrations normales et 
pathologiques des acides biliaires dans les fluides biologiques. Les limites techniques d’analyse ainsi 
que la grande variabilité inter-individuelle observée aussi bien en condition physiologique que 
pathologique rendent difficile la cohérence des données (Humbert et al., 2012). Les concentrations 
plasmatiques d’acides biliaires sont estimées en moyenne de 2 à 10µmol/L chez un adulte sain. Le 
profil sérique est à l'image de celui de la bile, c'est-à-dire majoritairement formé de CDCA, DCA et 
CA que l’on retrouve en grande majorité (60-90%) sous leurs formes amino-conjuguées (Humbert et 
al., 2012; Tagliacozzi et al., 2003; Xiang et al., 2010). Le détail de la composition sérique 
physiologique en acides biliaires est présenté dans la Figure 31. 
Lors de troubles cholestatiques, les concentrations peuvent être multipliées par 10 dans le 
cadre d’hépatites chroniques ou de cirrhoses alcooliques, et peuvent atteindre 50 fois les niveaux 
physiologiques dans le cadre d’obstructions biliaires ou d’hépatites virales chroniques (Valentini et al., 
2013). L’élévation quantitative des acides biliaires se fait majoritairement en faveur de 4 acides 
biliaires primaires conjuguées: t-CA, g-CA et t-CDCA, g-CDCA (Tagliacozzi et al., 2003; Trottier et 
al., 2011). Le ratio acides biliaires primaires totaux (CA-CDCA)/secondaires totaux (CDCA-DCA) est 
alors augmenté (Brites et al., 1998)(Ye et al., 2007). Le CA devient l'acide biliaire prédominant et le 
rapport CA/CDCA est multiplié par 5 (Humbert et al., 2012). D’autre part la proportion d’acides 
biliaires tauro-conjugués devient supérieure à celle des glyco conjugués inversant le ratio observé 
classiquement en physiologie (tauro/glyco ; 1:3).  
3.4. Prise en charge et traitements 
Le traitement de la cholestase vise à limiter et à ralentir les complications dues à la toxicité des 
acides biliaires. L’acide ursodeoxycholique (AUDC) est le traitement de première intention dans le 
cadre des maladies cholestatiques (European Association for the Study of the Liver, 2009). Présent en 
faible proportion chez l’homme, il s’agit en revanche d’un acide biliaire majeur chez l’ours dont la bile 
était utilisée pour le traitement des désordres hépato biliaires (Hagey et al., 1993). Son administration 
vise à réduire l’impact détergent de l’accumulation des acides biliaires en favorisant la sécrétion des 
phospholipides et en conférant un caractère plus hydrophile à la bile (Zollner et al., 2003). Plusieurs 
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ligands agonistes de FXRα sont à ce jour en phase de test clinique pour le traitement de pathologies 
associées à une augmentation des concentrations d’acides biliaires telles que les CBP (Wagner et al., 
2011). Le 6-éthyl-CDCA (INT-747) est par exemple reconnu chez la souris pour ses propriétés anti-
fibrotiques lors de cholestases en favorisant notamment l’expression par Fxrα du transporteur Bsep et 
donc l’excrétion des acides biliaires par les hépatocytes. De plus, la présence 6-éthyl-CDCA permet de 
réguler négativement la néo-synthèse des acides biliaires via la répression de Cyp7a1. 
Les carences en vitamines K, D et E, sont compensées par l’administration d’injectables 
(European Association for the Study of the Liver, 2009). Des antibiotiques tels que la rifampicine sont 
utilisés comme traitement contre le prurit (Gregorio et al., 1993). La rifampicine régule également 
plusieurs gènes impliqués dans la détoxication des acides biliaires par l’intermédiaire de l’activation 
du récepteur PXR. Certaines pathologies cholestatiques, dont la PBC et la PSC, ont une forte 
composante immunitaire ; leur traitement par des agents immunosuppresseurs dérivés des corticoïdes 
permet une amélioration des caractéristiques histologiques hépatiques. Jusqu'à maintenant, l'unique 
traitement curatif pour la cholestase chronique est la transplantation hépatique. 
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Partie 3. Présentation du projet de recherche 
Chez l’homme, des données cliniques décrivent une association entre des pathologies 
hépatiques (cirrhose toxique, hépatites virales) et l’infertilité (Pusch, 1984 Mooradian et al., 1985 
Durazzo et al., 2006). Une étude a récemment été menée sur une cohorte de 50 patients souffrant 
d’hépatite C chronique (1 an minimum de temps écoulé après diagnostic). Le tiers d’entre eux présente 
une hypofertilité tandis que les deux tiers sont stériles. Tous présentent des anomalies de 
spermogramme plus ou moins sévères. Le nombre de spermatozoïdes dans l’éjaculat est en moyenne 
diminué de moitié. Cette anomalie quantitative est associée à des anomalies morphologiques des 
spermatozoïdes. Le profil endocrinien de ces patients est affecté et on note une hypo-androgénie 
plasmatique indépendante d’une diminution de la LH (Hofny et al., 2011).  
L’association physiopathologique entre désordres hépatiques et troubles de la fertilité a été 
validée et précisée par l’étude de plusieurs modèles expérimentaux. Chez le rat ou le poulet, la ligature 
des voies biliaires conduit à l’accumulation toxique de bile dans le foie (Van Thiel et al., 1985 ; Kiani 
et al., 2009). Celle-ci se traduit rapidement par une perte de fonction des hépatocytes et par le 
développement d’une stéatose caractéristique du trouble cholestatique (Houten et al., 2007). Dans ce 
contexte pathologique extrême, ces études ont permis de mettre en évidence une diminution du taux de 
testostérone plasmatique indépendante de l’axe hypothalamo-hypophysaire, associée à une perte de la 
lignée germinale. Par ailleurs, l’utilisation d’un modèle murin de cirrhose toxique induite par un agent 
chimique (CCl4) conduit à un phénotype testiculaire lié notamment à une déstructuration de la BHT 
(Castilla-Cortazar et al., 2004). 
L’ensemble de ces travaux soutient l’hypothèse selon laquelle l’infertilité observée dans le 
cadre d’hépatopathies chez l’homme serait en partie liée à un défaut des fonctions endocrines et 
exocrines du testicule. Pour autant, aucune étude n’a permis d’identifier formellement le lien 
moléculaire pouvant expliquer cette association physiopathologique.  
L’ensemble des pathologies hépatiques a pour dénominateur commun une augmentation des 
taux plasmatiques d’acides biliaires et ce dès les stades les plus précoces de la maladie. Dans ce 
contexte pathologique, l’hypothèse de l’impact délétère des acides biliaires sur la fonction 
reproductrice mâle et plus particulièrement sur la physiologie testiculaire reste à explorer. 
Cette hypothèse est appuyée par les données bibliographiques mettant clairement en évidence 
l’implication des acides biliaires et de leurs signalisations (Fxrα ; Tgr5) dans la régulation de multiples 
processus physiologiques et physiopathologiques (dérégulations métaboliques, cancer…). D’autre 
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part, les transcrits des récepteurs aux acides biliaires Fxrα et Tgr5 ont de manière intéressante été mis 
en évidence au niveau testiculaire (Vassileva et al., 2006 Volle et al., 2007).  
Les fonctions potentielles de Tgr5 dans le testicule n’ont à ce jour jamais été explorées. Aussi, 
l’hypothèse de sa participation au phénotype testiculaire dans le cadre de cholestases n’est pas exclue 
et reste à définir. 
En 2007, les travaux de Volle et al. ont permis pour la première fois de préciser la localisation 
de Fxrα ; majoritairement présent au niveau de l’espace interstitiel, il est capable d’agir en tant que 
répresseur de la synthèse des androgènes testiculaires (Volle et al., 2007). Chez la souris, un traitement 
par le GW4064, ligand synthétique de Fxrα, se traduit à court terme par une diminution des 
concentrations plasmatiques de testostérone et ce indépendamment d’un défaut de sécrétion de Lh par 
l’axe central. Cette étude est complétée par la description des mécanismes moléculaires mis en jeu. 
Dans les cellules de Leydig, Fxrα est capable, via l’induction de Shp, de réprimer l’activité des 
récepteurs Sf-1 et Lrh-1 sur le promoteur des enzymes principales de la stéroïdogenèse (Star, Cyp11a1 
et la 3βhsd). Les travaux de Catalano menés in vitro, ont depuis fait référence à l’implication de Fxrα 
dans la répression de la synthèse des oestrogènes. Dans une lignée de cellules tumorales de Leydig, 
Fxrα entre en compétition avec Sf-1 pour la fixation sur un site commun du promoteur du gène codant 
pour l’Aromatase et réduit ainsi son expression. Basées sur une démonstration très mécanistique du 
rôle testiculaire de Fxrα (ligand synthétique, observation in vivo à court terme, modèles de lignées 
cellulaires cancéreuses), ces études soulèvent plusieurs interrogations quant aux conséquences 
phénotypiques pouvant être liée à son hyperactivation sur le long terme.  
Au final, l’ensemble de ces données suggère que les acides biliaires et leurs signalisations 
(Tgr5/Fxrα) puissent participer au phénotype testiculaire observé dans le cadre des modèles 
expérimentaux d’insuffisance hépatique, et être l’un des liens entre les hépatopathies et l’infertilité 
chez l’homme.  
Dans ce contexte, les objectifs de ce projet de thèse ont été : 1) d’identifier et de caractériser 
l’impact de concentrations supra-physiologiques d’acides biliaires sur la physiologie testiculaire 
et le maintien des fonctions de reproduction à l’âge adulte ; 2) d’en évaluer les conséquences sur 
la qualité de la descendance, et enfin ; 3) de déterminer l’impact de l’accumulation pathologique 
d’acides biliaires lors la mise en place des fonctions de reproduction. 
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L’ensemble de ces études est basée sur l’analyse phénotypique, histologique, biochimique, et 
moléculaire d’un modèle de souris mâles adultes de souche C57Bl/6J nourries par un régime 
supplémenté en CA (0,5% CA), acide biliaire retrouvé majoritairement accumulé lors des phases 
précoces de la pathologie cholestatique (Humbert et al., 2012 ; Yamazaki et al., 2013).  
Deux fenêtres d’exposition seront choisies. A l’âge adulte, elle permettra de mettre en 
évidence les conséquences de concentrations supra-physiologiques d’acides biliaires sur le maintien de 
la fertilité ainsi que sur l’intégrité de la descendance des mâles exposés. Chez des souris de 21 jours, 
nous répondrons à l’influence du contexte physiopathologique de la cholestase sur la mise en place des 
fonctions de reproduction.  
Ces approches sont complétées in vivo par l’utilisation de lignées murines invalidées pour les 
récepteurs Fxrα (Fxrα-/-) ou Tgr5 (Tgr5-/-). Ces dernières ont offert la possibilité de discriminer les 
rôles respectifs de chacun des deux récepteurs aux acides biliaires dans le modèle physiopathologique 
proposé.  
Enfin, l’accès à plusieurs lignées cellulaires dérivées de testicule murin (cellules de Leydig, 
Ma10 ; cellules de Sertoli, 42GP ; cellules germinales, GC1spg) a permis de préciser sur le plan 
mécanistique et moléculaire les conclusions obtenues in vivo. 
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Article I 
Bile acids alter male fertility through G-protein-coupled bile acid receptor 1 signaling pathways in 
mice. 
Baptissart M, Vega A, Martinot E, Pommier AJ, Houten SM, Marceau G, de Haze A, Baron S, Schoonjans K, 
Lobaccaro JM, Volle DH 
Hepatology, 2014 
Bile Acids Alter Male Fertility Through
G-Protein-Coupled Bile Acid Receptor 1
Signaling Pathways in Mice
Marine Baptissart,1,2,3,4 Aur!elie Vega,1,2,3,4 Emmanuelle Martinot,1,2,3,4 Aur!elien J. Pommier,1,2,3,4
Sander M. Houten,5 Geoffroy Marceau,6 Ang!elique de Haze,1,2,3,4 Silve`re Baron,1,2,3,4
Kristina Schoonjans,7 Jean-Marc A. Lobaccaro,1,2,3,4 and David H. Volle1,2,3,4
Bile acids (BAs) are signaling molecules that are involved in many physiological functions,
such as glucose and energy metabolism. These effects are mediated through activation of
the nuclear and membrane receptors, farnesoid X receptor (FXR-a) and TGR5 (G-pro-
tein-coupled bile acid receptor 1; GPBAR1). Although both receptors are expressed within
the testes, the potential effect of BAs on testis physiology and male fertility has not been
explored thus far. Here, we demonstrate that mice fed a diet supplemented with cholic
acid have reduced fertility subsequent to testicular defects. Initially, germ cell sloughing
and rupture of the blood-testis barrier occur and are correlated with decreased protein
accumulation of connexin-43 (Cx43) and N-cadherin, whereas at later stages, apoptosis of
spermatids is observed. These abnormalities are associated with increased intratesticular
BA levels in general and deoxycholic acid, a TGR5 agonist, in particular. We demonstrate
here that Tgr5 is expressed within the germ cell lineage, where it represses Cx43 expres-
sion through regulation of the transcriptional repressor, T-box transcription factor 2 gene.
Consistent with this finding, mice deficient for Tgr5 are protected against the deleterious
testicular effects of BA exposure. Conclusions: These data identify the testis as a new target
of BAs and emphasize TGR5 as a critical element in testicular pathophysiology. This
work may open new perspectives on the potential effect of BAs on testis physiology dur-
ing liver dysfunction. (HEPATOLOGY 2014;60:1054-1065)
The incidence of infertility is constantly increas-ing and affects up to 25% of couples. Approxi-mately 50% of the cases comprise disorders of
the male reproductive system. They have frequently
been associated with an inadequate number and quality
of male germ cells (e.g., spermatozoa).1,2 Alterations of
testicular physiology play an important role in reduced
sperm number, leading to infertility. The major func-
tions of the testes include synthesis of the male sex hor-
mone (testosterone) and production of gametes.
Spermatogenesis takes place within the seminiferous
tubules in association with the Sertoli cells (SCs), which
provide structural support for developing germ cells
through cell-cell interactions involving proteins such as
Abbreviations: Abs, antibodies; ALT, alanine aminotransferase; BA, bile acid; BTB, blood-testicular barrier; CA, cholic acid; cDNA, complementary DNA;
Cx43, connexin-43; Cyp3a11, cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 11; DCA, deoxycholic acid; DHT, dihydrotestosterone; FXR-a, farnesol X
receptor; GPBAR1, G-protein-coupled bile acid receptor 1; H&E, hematoxylin and eosin; IHC, immunohistochemistry; Igf1, insulin-like growth factor 1; IP, intra-
peritoneal; IT, intratesticular; LC, liquid chromatography; LCA, lithocholic acid; MC, mass spectrometry; mRNA, messenger RNA; OA, oleanolic acid; PFA, para-
formaldehyde; SCs, Sertoli cells; siRNA small interfering RNA; Sult2a1, sulfotransferase family, cytosolic, 2A, dehydroepiandrosterone (DHEA)-preferring, member
1; Tbx2, T-box transcription factor 2; TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; Ugt2B34, UDP glucuronosyltransferase 2 family,
polypeptide B34; WT, wild type.
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N-cadherin, connexin-43 (Cx43), or E-cadherin.3 In a
testis, SCs form a blood-testicular barrier (BTB), which
is essential for optimal spermatogenesis. Moreover,
altered interactions between SCs and germ cells (sper-
matids) can perturb BTB integrity.5,6 These cellular
interactions allow orientation of germ cells during dif-
ferentiation. This is crucial because disorientation may
induce germ cell apoptosis.7
The urgency in identifying factors altering male fer-
tility is emphasized by the fact that idiopathic infertil-
ity represents 25% of cases.8 Recently, it was
demonstrated in vivo that testicular testosterone syn-
thesis was repressed by a synthetic agonist of the
nuclear bile acid (BA) receptor, farnesoid X receptor
alpha (FXR-a; NR1H4).9 This suggests that BA sig-
naling could play a role in testicular pathophysiology.
In addition to their role in promoting digestion, BAs
have also been defined as endocrine factors whose
actions are mediated by two BA responsive receptors:
the nuclear receptor, FXR-a,10 and the G-protein-
coupled receptor, TGR5 (G-protein-coupled BA recep-
tor; GPBAR1).11 These receptors are currently consid-
ered as potential therapeutic targets12,13 because they
have been demonstrated to be involved in many physi-
ological functions, such as lipid and carbohydrate
metabolism14 as well as energy expenditure.15,16
Although FXR-a and TGR5 have been reported to be
expressed within the testes,9,17 the effect of BA signal-
ing on testis physiology and male fertility remains
elusive.
To define the potential effect of BAs on testicular
physiology and fertility, we exposed adult male mice to
dietary BA supplementation. We demonstrate that mice
fed a diet supplemented with cholic acid (CA) have
altered fertility subsequent to testicular defects and
lower sperm count. Elevated plasma BA levels led to
germ cell sloughing and BTB rupture, as well as apo-
ptosis of spermatids. The use of Tgr5 null (Tgr52/2)
mice highlights that the BA-TGR5 pathway plays a crit-
ical role in mediating fertility disorders, some of which
are mediated within the germ cell lineage.
Materials and Methods
Ethics Statement. This study was conducted in
accord with the current regulations and standards
approved by the animal care committee (CEMEA
Auvergne; protocol CE 07-12).
Animals. C57Bl/6J mice were purchased from
Charles River Laboratories (L’Arbresle, France), and
the Tgr52/2 mice used have been previously
described.18 The mice used in this study were main-
tained in a C57BL/6J background and housed in
temperature-controlled rooms with 12-hour light/dark
cycles. Mice had ad libitum access to food and water.
Nine-week-old mice were exposed to a D04 diet (con-
trol) or D04 diet supplemented with 0.5% CA (CA
diet; SAFE, Augy, France) for 0.5, 1, 2, or 4 months.
Histology. After diet exposure, testes were col-
lected, paraformaldehyde (PFA)-fixed and embedded
in paraffin, and 5-mm-thick sections were prepared
and stained with hematoxylin and eosin (H&E).
For analysis of BTB integrity, 15 mL of EZ-Link
Sulfo-NHS-LC-Biotin (7.5 mg/mL; Thermo Fisher
Scientific, Brebie`res, France) were injected into the left
testis of anesthetized males exposed to a control or CA
diet.19 Then, after 20 minutes, testes were removed,
PFA-fixed and embedded in paraffin, and 5-mm-thick
sections were prepared and stained for biotin.
For determination of cellular localization of bile
acids in the testis, we injected 0.6 mg of cholyl-lysyl-
fluorescein (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France)
either in an intraperitoneal (IP; 200 mL) or intratestic-
ular (IT; 15 mL) manner. Thirty minutes after injec-
tion, testes were harvested, PFA-fixed and embedded
in paraffin, and 5-mm-thick sections were prepared.
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP
Nick End Labeling Analysis. Terminal deoxynucleo-
tidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL)
experiments were performed as previously described on
5 lm of testis fixed in 4% PFA.20 In each testis, at
least 100 random seminiferous tubules were counted.
Results are expressed as the number of tubules with
either spermatocytes or spermatids TUNEL positive
per 100 seminiferous tubules.
Immunohistochemistry. Paraffin sections of PFA-
fixed testis were sectioned at 5 mm. Sections were
mounted on positively charged glass slides (Superfrost
plus; Thermo Scientific), deparaffinized, rehydrated,
treated for 20 minutes at 93-98!C in citric buffer (0.01
M, pH 6), rinsed in osmosed water (2 3 5 minutes),
Address reprint request to: David H. Volle, Ph.D., UMR Inserm U 1103, CNRS 6293, Clermont Universit!e, G!en!etique Reproduction et D!eveloppement,
Universit!e Blaise Pascal, BP 80026, F-63170 Aubie`re, France. E-mail: david.volle@inserm.fr; fax: 133-4-73407042.
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and washed (2 3 5 minutes) in Tris-buffered saline.
Immunohistochemistry (IHC) was conducted accord-
ing to the manufacturer’s recommendations, as
described earlier.21 Slides were then counterstained
with Hoestch medium (1 mg/mL). Antibodies (Abs)
used are given in the Supporting Information
(Supporting Table 1).
Endocrine Investigations. Steroids were extracted
from testes as previously described.20 IT and plasma
steroid levels were measured using commercial kits:
testosterone and estradiol (Diagnostic Biochem, Lon-
don, Ontario, Canada), dihydrotestosterone (DHT),
3a-androstanediol (MyBioSource, San Diego, CA),
and androsterone (Antibody-on-line GmbH, Paris,
France).
BA Measurements. Plasma BAs were analyzed in
acetonitrile-deproteinized samples by liquid chroma-
tography (LC) tandem mass spectrometry (MS/MS)
using a method described previously, with minor mod-
ifications.22 Quantitative measurement of tissue BAs
was performed as described before.23 The qualitative
measurement of the BAs in testis extracts was per-
formed by ultra-pressure LC-MS. The sample was
injected into a C18 guard column (20 3 2 mm) and
washed with water; subsequently, BAs and BA conju-
gates were eluted with acetonitrile in a single peak.
During elution of this peak, spectra were taken. For
experiments on wild-type (WT) and Tgr52/2 mice,
BA measurements were performed using enzyme-
linked immunosorbent assays, following the manufac-
turer’s recommendations (catalog no.: 80470; Crystal
Chem, Inc., Downers Grove, IL).
Real-Time Reverse-Transcriptase Polymerase
Chain Reaction. RNA from testis samples was iso-
lated using Nucleospin RNA (Macherey-Nagel,
Hoerdt, France). Complementary DNA (cDNA) were
synthesized from total RNA with the Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase and random hex-
amer primers (Promega, Charbonnie`re Les Bains,
France). Real-time polymerase chain reaction measure-
ment of individual cDNAs was performed using SYBR
Green dye (Master Mix Plus for SYBR Assay; Euro-
gentec, Angers, France) to measure duplex DNA for-
mation with the Eppendorf RealPlex system. The
sequences of primers are reported in Supporting Table
2. Standard curves were generated with pools of testis
cDNA from animals with different genotypes and/or
treatments. Results were analyzed using the DDct
method.
Western Blotting. Proteins were extracted from tis-
sues using lysis buffer (0.4 M of NaCl, 20 mM of
Hepes, 1.5 mM of MgCl2, 0.2 mM of ethylenediami-
netetraacetic acid, 0.1% NP40, and 13 protease
inhibitors; Roche Diagnostics, Meylan, France). Abs
were suspended in Tri-buffered saline, 0.1% Tween,
and 10% milk. The Abs used are given in the Sup-
porting Information (Supporting Table 1).
Cell Studies. GC1-spg cells were used as previously
described.9 Cells were treated for 24 hours with vehicle
(ethanol, 1/1,000), deoxycholic acid (DCA; 5-100 mM;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), lithocholic acid (LCA;
5-20 mM; Sigma-Aldrich), and oleanolic acid (OA; 2-
10 mM; Interchim, Montluc¸on, France). Then, cells
were harvested 24 hours later, and messenger RNA
(mRNA) or protein extractions were performed.
Transient Transfection. GC1-spg cells were trans-
fected with small interfering RNA (siRNA) using inter-
ferin (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France) in six-
well plates (100,000 cells per well). The siRNA directed
against Tgr5 or T-box transcription factor 2 gene
(Tbx2), as well as control siRNA (siGfp), was trans-
fected at 5 ng per well. When 48 hours after the trans-
fection had passed, cells were treated with vehicle
(ethanol, 1/1,000) or DCA. Then, cells were harvested
24 hours later, and mRNA extractions were performed.
Cellular Localization. To study Tgr5 cellular local-
ization within the testis, we used a classical transitory
germ-cell loss protocol with busulfan injections.24
C57BL/6J mice were injected once with 20 mg/kg of
busulfan (Sigma-Aldrich). Mice were killed on the day of
injection (T0), 4 weeks, or 8 weeks after treatment. For
details, see Materials and Methods section in the Sup-
porting Information. We also used spermatocytes, which
were isolated and purified as previously described.20
Statistical Analysis. For statistical analysis, 2-way
ANOVA was performed using the statistical software
package SigmaStat 3.0. When significant effects of treat-
ment or genotype or their interactions were obtained,
multiple comparisons were made with Holm-Sidak
method. All numerical data are mean 6 SEM. A
P value less than 0.05 was considered significant.
Results
Dietary BA Supplementation Alters Male Repro-
ductive Function. To define the potential effect of
BAs on testicular physiology and fertility, we exposed
adult male mice to dietary CA supplementation
(0.5%) for 4 months. A CA diet led to altered fertility,
with 24% of the exposed males unable to produce
progeny (Fig. 1A). In males producing progeny, a CA
diet also decreased (20%) the number of pups per lit-
ter after 4 months of diet (Fig. 1A). This decrease was
negatively correlated with the increase in plasma BA
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levels (r2520.890; P5 0.000565; Fig. 1B). As
expected, CA diet increased plasma BA levels (Sup-
porting Fig. 1A). Although CA was the most abundant
BA species, DCA and its derivatives were the most
highly induced after the CA diet (Supporting Fig. 1B).
The decrease of number of pups per litter in CA-diet–
fed males was correlated with DCA levels
(r2520.895; P5 0.000468; Fig. 1B). The reduced
fertility was also associated with a lower production of
spermatozoa by the testis (Fig. 1C).
Dietary BA Supplementation Alters Germ Cell
Survival. A marked increase in germ cell apoptosis,
specifically spermatids, was observed after 4 months of
CA diet (Fig. 2A,B) and was associated with an induc-
tion of cleaved caspase-3 (Fig. 2C). No modification of
IT testosterone or other male hormones, such as DHT,
androsterone, and 3a-androstanediol, was observed (Fig.
2D and Supporting Fig. 1C). Moreover, gene expression
levels of several androgen-dependent genes (Pem and
Osp1) were not changed after 4 months of CA diet
(Fig. 2E). These results suggest that androgen-
independent mechanisms may underlie apoptotic events
in spermatids of male mice exposed to BAs. Interest-
ingly, IHC analysis indicated abnormal polarization of
elongating/elongated spermatids in mice exposed to
BAs, compared to the control group (Fig. 2F,G).
Integrity of the Seminiferous Epithelium Is Altered
Upon Chronic BA Exposure. Histological analyses
revealed the presence of cell aggregates in the center of
the seminiferous tubules (Fig. 3A,B) as well as destruc-
tured tubules (Fig. 3C,D) in testes of the CA-treated
group. Whereas cell aggregates were already observed after
2 months of diet, the presence of destructured tubes only
appeared after 4 months (Fig. 3B,D). This suggests that
cell-cell interaction mechanisms could have been altered
by the CA diet, resulting in germ cell detachment.
Use of a biotin-coupled tracer indicated that, after 2
months of diet, the BTB is no longer intact (Fig. 3E,F).
Analysis of cell-cell interaction proteins indicated a
decreased accumulation of N-cadherin and Cx43 after 2
months of BA exposure (Fig. 3G,H), whereas SRC,
claudin-5, b1-integrin, b-catenin, nectin-3, and vimentin
were not affected (Supporting Fig. 1D). Furthermore,
Cx43 mRNA accumulation was already altered after 15
days of CA diet exposure, whereas N-cadherin mRNA
accumulation was unchanged (Supporting Fig. 1E).
TGR5 Deficiency Protects Males From BA-
Induced Testis Abnormalities. In contrast to WT
males, Tgr52/2 males did not display any effect on
male reproductive efficiency (Fig. 4A, left panel). Both
the number of pups per litter and the number of sper-
matozoa in Tgr52/2 males were not reduced in
response to 4 months of CA diet (Fig. 4A, right panel,
and 4B), indicating that the effects of chronic BA
exposure on male reproductive functions are Tgr5
dependent. Moreover, no morphological abnormalities
from chronic CA feeding, such as cell center aggregates
or destructured tubules, could be observed in the testis
of Tgr52/2 males (Fig. 4C). Consistently, no effect
was observed on BTB integrity, apoptosis levels, or
Fig. 1. CA diet induces male hypofertility. (A) Each male was bred
with 2 C57Bl/6J females to analyze their capacity to mate (percentage
of nonefficient males; left panel) and number of pups per litter
obtained (right panel). (B) Correlation of the number of pups per litter
with the concentration of total plasma BAs and DCA. (C) Spermatozoa
count in the heads and tails of the epidydimis of males exposed to 4
months of control or CA diets (n5 10-20 per group). Control diet
group was arbitrarily fixed at 100%. In all of the panels, data are
expressed as the means6 standard error of the mean. Statistical
analysis: *P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.005.
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misoriented spermatids in Tgr52/2 males after BA
exposure (Fig. 4D). In addition, Tgr52/2 mice
exposed to a CA diet did not display decreased N-
cadherin and Cx43 protein levels (Fig. 4E,F). Regard-
ing Cx43, the protective effect of the lack of Tgr5 was
also observed at the mRNA level (Supporting Fig. 1F).
The Testicular Phenotype Is Not Initiated by
Altered Liver Injury or Testosterone/Insulin-Like
Growth Factor 1 Levels. The effects of prolonged
BA exposure on male reproductive functions are
dependent on the BA receptor TGR5, because
Tgr52/2 mice are protected against the observed dele-
terious testicular effects. One could have hypothesized
that differences in the extent of liver injury, induced
by chronic CA feeding, contribute to the improved
testicular physiology in Tgr52/2 males. However, con-
sistent with a previous study,25 body and liver weight
were not different between Tgr51/1 and Tgr52/2
males in response to BA exposure (Supporting Fig.
2A). Furthermore, plasma alanine aminotransferase
Fig. 2. CA diet induces germ cell apoptosis. (A) Apoptosis in mice exposed to control or CA diets (n5 10-20 per group) analyzed by TUNEL
staining. Representative micrographs of the testis exposed to control or CA diets. Arrowheads indicate apoptotic spermatocytes; arrow indicates
apoptotic spermatids. The original magnification was 2003. (B) Quantification of TUNEL analyses. The number of TUNEL-positive spermatocytes
is indicated as the number of positive cells per 100 seminiferous tubules; the number of tubules with TUNEL-positive spermatids is indicated as
the number of positive tubes per 100 seminiferous tubules (n5 10-20). Control-diet–treated mice were arbitrarily fixed at 100%. (C) Immuno-
blotting of cleaved caspase-3 performed on testicular protein extracts of mice fed a control or CA diet (n5 6-10 per group). Quantification of
cleaved caspase-3 protein accumulation, compared to uncleaved caspase-3. Control-diet–treated mice were arbitrarily fixed at 100%. (D) IT tes-
tosterone concentration (ng/mg) in C57Bl/6J mice fed a control or CA diet for 4 months (n5 6-20 per group). (E) Testicular mRNA expression
of Pem and Osp normalized to b-actin levels in whole testis of C57Bl/6J mice fed control or CA diet for 0.5 or 4 months (n5 10-15 per group).
(F) Spermatid orientation, as measured by the stained cells for E-cadherin. Representative micrographs of mice fed 4 months with CA diet
(n5 10-15 per group). #Indicates well-oriented spermatids; *indicates misoriented spermatids. The original magnification was 1003. (G) Quan-
tification of the number of tubules with misoriented spermatids per 100 seminiferous tubules after 4 months of control or CA diet (n5 10-15
per group). Control-diet–treated mice were arbitrarily fixed at 100%. L, lumen. In all of the panels, data are expressed as the means6 standard
error of the mean. Statistical analysis: *P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.005.
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(ALT) levels and cytokeratin-8 were similarly increased
in both genotypes after CA diet exposure (data not
shown), suggesting a similar extent of liver injury in
both genotypes.
Reduced plasma testosterone levels have been associ-
ated with liver diseases.26,27 In our experimental
model, lower testosterone levels were initially observed
1 month after initiation of the CA diet (Fig. 5A). This
was also reflected by the lower weight of the seminal
vesicles (Fig. 5B), which is an androgen-dependent
organ. The lower plasma testosterone levels appear to
be correlated with altered hepatic catabolism, as sug-
gested by the higher mRNA accumulation of genes
such as UDP glucuronosyltransferase 2 family,
Fig. 3. CA diet impairs seminiferous epithelium integrity through the down-regulation of connexin-43 and N-cadherin. (A) Representative micro-
graphs of H&E-stained testes of mice fed a CA diet for 4 months (n5 10-20 per group). Arrowhead indicates tubules with sloughing germ cells.
The original magnification was 1003. (B) Quantification of the number of tubules with sloughing germ cells tubules per 100 seminiferous
tubules after 1, 2, and 4 months of control or CA diets (n5 10-20 per group). (C) Representative micrographs of H&E-stained testes of mice
fed a CA diet for 4 months (n5 10-20 per group). Arrows indicate tubes with complete loss of germ cells. The original magnification was
1003. (D) Quantification of the number of completely destructured tubules per 100 seminiferous tubules after 1, 2, and 4 months of control or
CA diets (n5 10-20 per group). (E) BTB integrity, as measured by the stained testes for EZ-link biotinylated. Representative micrographs of mice
fed 4 months with a control diet or CA diet (n5 10-15 per group). Arrow indicates a tubule with a slight infiltration of EZ-link biotinylated; arrow-
head indicates a tubule with a high intensity of infiltration. The original magnification was 1003. (F) Quantification of the number of tubules
with infiltration per 100 seminiferous tubules after 1, 2, and 4 months of a control or CA diet (n5 10-15 per group). (G) Immunoblottings of
connexin-43 and N-cadherin protein accumulations, compared to actin, performed on testicular protein extracts of mice fed a control or CA diet
for 2 months (n5 10-20 per group). (H) Quantification of connexin-43 and N-cadherin protein accumulations, compared to actin. In all panels,
data are expressed as the means6 standard error of the mean. Statistical analysis: *P< 0.05 and **P< 0.01 versus control diet group. In all
panels, control-diet–treated mice were arbitrarily fixed at 100%.
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polypeptide B34 (Ugt2b34), cytochrome P450, family
3, subfamily a, polypeptide 11 (Cyp3a11; Fig. 5C),
and sulfotransferase family, cytosolic, 2A, dehydroepian-
drosterone (DHEA)-preferring, member 1 (Sult2a1; data
not shown). However, the reduction of plasma testoster-
one after CA exposure may not be critically involved in
the altered fertility and sperm production, as it was also
observed in Tgr52/2 males (Fig. 5A). This result was
further supported by the effect of the CA diet on semi-
nal vesicles in Tgr52/2 males (Fig. 5B). In addition, no
effect of the CA diet or Tgr5 genotype was observed on
other hormones, such as DHT, 3a-androstandiol,
androsterone, or estradiol (Supporting Fig. 2B).
In addition, decreased levels of hepatic insulin-like
growth factor 1 (Igf1) mRNA, a factor described to
alter the BTB and a known inducer of Cx43 expres-
sion, were also observed in WTmales exposed to a CA
diet. This decrease was observed from 15 days after
beginning of BA exposure (Fig. 5D), a time when
Cx43 was already decreased at the mRNA level
Fig. 4. Tgr5 deficiency protects male mice from CA-diet–induced testicular abnormalities. (A) After 4 months of diet, each male of either WT
or Tgr52/2 genotype was bred with 2 C57Bl/6J females to analyze their reproductive efficiency (fold increase of number of infertile males vs.
control diet group) and the number of pups per litter (n5 6-10 per group); data are expressed as the means6 standard error of the mean.
*Denotes significant difference from the control diet group for same genotype (*P< 0.05 and **P< 0.01). (B) Spermatozoa count in the tail of
epididymis of WT or Tgr52/2 males exposed to 4 months of a control or CA diet (n5 10-20 per group). Control diet groups were arbitrarily fixed
at 100% (**P< 0.01). (C) Quantification of the number of tubules with sloughing germ cells or completely destructured tubules per 100 semi-
niferous tubules in WT and Tgr52/2 mice fed a control or CA diet for 4 months (n5 6-10 per group). Control-diet–treated mice were arbitrarily
fixed at 100%. *P< 0.05; **P< 0.01. (D) Quantification of the number of tubules with biotin infiltration; quantification of the number of
tubules with TUNEL-positive spermatids; and quantification of the number of tubules with misoriented spermatids. For all parameters, 100 semi-
niferous tubules per mice were analyzed after 4 months in WT and Tgr52/2 mice fed a control or CA diet (n5 6-15 per group). Data are
expressed as the means6 standard error of the mean. *Denotes significant difference from the control diet group for the same genotype
(*P< 0.05 and **P< 0.01). (E) Immunoblotting of Cx43 and N-cadherin performed on testicular protein extracts of WT and Tgr52/2 mice fed
a control or CA diet for 2 months (n5 10-15 per group). (F) Quantification of Cx43 and N-cadherin protein accumulations, compared to actin.
Data are expressed as the means6 standard error of the mean. *Denotes significant difference from the control diet group for the same geno-
type (P< 0.05).
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(Suppl. 1E). Interestingly, Tgr52/2 males displayed a
similar alteration of Igf1 mRNA accumulation after
CA diet exposure (Fig. 5D). These results suggest that
Igf1 is not critically involved in the initiation of the
reproductive disorders.
The Effect on Cell-Cell Interactions Is Mediated,
in Part, Through Activation of TGR5 in Germ Cells
by Testicular Bas. We then analyzed whether BAs can
directly act through TGR5 in the testis. Using a
fluorescein-coupled BA (Fig. 6A),29 we observed that
BAs were able to reach the testis by blood circulation
and were mainly localized in the interstitial compart-
ment in mice with an intact BTB. In contrast to males
of the control group, males fed for 4 months with a CA
diet displayed fluorescence within the seminiferous epi-
thelium (Fig. 6B). Using MS, we demonstrated that BA
levels were increased in WTmales exposed to a CA diet
(Fig. 6C). A similar increase was observed in Tgr52/2
males after BA exposure (Supporting Fig. 3A). Altered
fertility was correlated with IT levels of DCA (Fig. 6D).
Because of the lack of reliable Abs to detect mouse
TGR5 in testes by IHC, we analyzed the expression pat-
tern of testicular Tgr5 using the classical ontogeny
approach. Unlike the somatic markers, Fshr (SCs) and
Lhcgr (Leydig cells), whose expression peaked at 5 and 25
dpn, respectively, Tgr5, as well as the germ cell marker,
Fig. 5. Systemic effects are not involved in fertility disorders mediated by Tgr5. (A) Relative plasma testosterone levels in WT and Tgr52/2
mice fed a control or CA diet for 1 month (n5 6-10 per group). (B) Seminal vesicle weights normalized to body weight in WT and Tgr52/2
mice fed a control or CA diet for 1 month (n5 6-20 per group). (C) Hepatic mRNA expression of Ugt2b34 and Cyp3a11 normalized to b-actin
mRNA levels in whole testis of WT and Tgr52/2 mice fed a control or CA diet for 0.5 month (n5 6 to 15 per group; *P< 0.05). (D) Hepatic
mRNA expression of Igf1 normalized to b-actin mRNA levels in WT and Tgr52/2 mice fed a control or CA diet for 15 days (n5 6 per group). In
all panels, control diet groups were arbitrarily fixed at 100%. In all panels, data are expressed as means6 standard error of the mean. Statisti-
cal analysis: *P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.005.
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G9a, progressively accumulated over time (Fig. 6E). This
may point to the possibility that Tgr5 is expressed in
germ cells. We also analyzed Tgr5 in a model of germ
cell loss (Fig. 6F and Supporting Fig. 3B).24 Germ cell
loss induced by busulfan exposure and subsequent recolo-
nization of the epithelium were confirmed by analyzing
the weight and histology of the testis (Supporting Fig.
2B) as well as by analyzing specific markers of Sertoli
(Fshr), Leydig (Lhcgr), and germ cells at different steps of
spermatogenesis (Nanos, Ccna1, and Smad6; Fig. 6F).
The expression pattern indicated that in vivo Tgr5 is
mainly expressed in germ cells (Fig. 6F). In addition, as
for the germ cell marker, G9a, Tgr5 mRNA expression
was detected in purified spermatocytes (Fig. 6G).
To determine whether BAs can act directly on germ
cells through TGR5, we exposed the germ cell line,
GC1spg, to a panel of TGR5 agonists, including
LCA,30 OA,31and DCA30 (Fig. 7A). Interestingly, all
agonists repressed Cx43 protein accumulation at con-
centrations that were in line with the reported EC val-
ues (Fig. 7A). Moreover, introduction of a specific
siRNA directed against Tgr5 (Supporting Fig. 4A)
abolished the reduction of Cx43 by DCA (Fig. 7B).
Moreover, in untreated cells, Tgr5 silencing induced
Fig. 6. Intratesticular BAs and expression of Tgr5 in germ cells support the hypothesis of an active signaling pathway in the testis. (A) Analyses
of BA localizations in the testis, as monitored by the IP injection of cholyl-lysyl-fluorescein (CLF; 0.6 mg/mice) or vehicle (phosphate-buffered saline
[PBS] 13) for 30 minutes. Representative micrographs of the stained testes of PBS- or CLF-injected mice. The original magnification was 2003.
(B) Analyses of BA localizations in the testis, as monitored by IT injection of CLF (0.6 mg/mice) for 30 minutes in mice fed a control or CA diet for
4 months. Representative micrographs of the stained testes of PBS- or CLF-injected mice. The original magnification was 2003. (C) IT BA pool size
and composition in mice fed a control or CA diet for 0.5 or 4 months (n5 5 per group). (D) Correlation of the number of pups per litter with the
concentration of IT DCA concentration. (E) Testicular mRNA accumulation of Tgr5, G9a, Lhcgr, and Fshr normalized to b-actin mRNA levels in whole
testes of C57BL/6J from 1 to 75 days old. Data are expressed as the means6 standard error of the mean. (F) Testicular mRNA accumulation of
Lhcgr, Fshr, Nanos, Ccna1, Smad6, and Tgr5 normalized to b-actin mRNA levels in whole testes of C57BL/6J mice treated with busulfan (20 mg/
kg, one injection IP) at T0, 4, or 8 weeks (n5 8 per group). Data are expressed as means6 standard error of the mean. *Denotes significant dif-
ference from the T0 time point; #denotes significant difference from the 4-week time point (P< 0.05). (G) mRNA accumulation of Lhcgr, Fshr, G9a,
and Tgr5 normalized to b-actin levels in purified spermatocytes of adult C57BL/6J mice.
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an increase of Cx43 mRNA accumulation, compared
to siGfp (Suppl. 4B).
The Cx43 gene has been reported to be repressed by
several transcription factors, including TBX2.33 Consist-
ent with the kinetics of Cx43 regulation, Tbx2 expression
was induced 6 hours after DCA exposure (Supporting Fig.
4C) and remained increased up to 24 hours (Fig. 7C).
Induction of Tbx2 mRNA was absent in cells transfected
with siTgr5, compared with cells transfected with control
siGfp (Fig. 7C). Moreover, involvement of TBX2 was
confirmed through use of a specific siRNA directed against
Tbx2 (Supporting Fig. 4D) that prevented the effects of
DCA onCx43 expression (Fig. 7D). Consistent with these
cell-based studies, Tbx2 mRNA also accumulated in vivo
in the testis after 2 weeks of the CA diet (Fig. 7E), whereas
Cx43 mRNA accumulation decreased (Supporting Fig.
1E). Moreover, these effects were lost in Tgr52/2 mice
(Fig. 7E), supporting the hypothesis of a DCA-TGR5-
Tbx2-Cx43 signaling axis.
Discussion
Here, we demonstrated that chronic exposure to ele-
vated BA levels leads to reduced male fertility along
with significantly lower production of spermatozoa.
We demonstrated that mice fed a diet supplemented
Fig. 7. TGR5 controls Cx43 accumulation through a TBX2 pathway. (A) Cx43 protein accumulation levels normalized to actin in the GC1spg
germ cell line exposed to vehicle (ethanol) or DCA, LCA, or OA over 24 hours (n5 18 per group). Vehicle-treated cells were arbitrarily fixed at
100%. (B) mRNA expression of Cx43 normalized to b-actin levels in GC1spg germ cell lines transfected with siGfp or siTgr5 and exposed to vehi-
cle or DCA during 24 hours (n5 15 per group). *Denotes difference from the siGfp vehicle group; #denotes difference from the siGfp DCA
group. siGfp vehicle-treated cells were arbitrarily fixed at 100% for each siRNA condition. (C) mRNA expression of Tbx2 normalized to b-actin lev-
els in GC1spg germ cell lines transfected with siGfp or siTgr5 and exposed to vehicle or DCA during 24 hours (n5 15 per group). Vehicle-
treated cells were arbitrarily fixed at 100% for each siRNA condition. (D) mRNA expression of Cx43 normalized to b-actin levels in GC1spg germ
cell line transfected with siGfp or siTbx2 and exposed to vehicle or DCA over 24 hours (n5 12 per group). Vehicle-treated cells were arbitrarily
fixed at 100% for each siRNA condition. (E) Testicular mRNA expression of Tbx2 normalized to b-actin mRNA levels in whole testes of WT and
Tgr52/2 mice fed a control or CA diet for 15 days (n5 12 to 20 per group). Control diet groups were arbitrarily fixed at 100%. In all panels,
data are expressed as means6 standard error of the mean. *P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.005.
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with CA exhibit germ cell sloughing and BTB rupture,
as well as apoptosis of spermatids, and that these effects
are reversed in mice deficient for Tgr5. These results
strongly indicate that constitutively active BA-TGR5
signaling may alter testicular epithelium integrity. The
morphological abnormalities, exemplified by cell detach-
ment and destructured tubules, that are observed after
long-term treatment with BAs are, in fact, highly remi-
niscent of the infertility observed in humans and mouse
models after portacaval shunting34 or exposure to endo-
crine disruptors,35,36 suggesting that these alterations
might be involved in the observed altered reproductive
functions induced by the CA diet.
Although CA-fed animals displayed lower plasma tes-
tosterone levels, most likely the result of altered hepatic
catabolism of testosterone, the lack of any effect of CA
exposure on testicular testosterone synthesis was rather
unexpected. We previously reported that the BA-
responsive nuclear receptor, FXR-a, represses testicular
steroidogenesis after short exposure to FXR-a synthetic
agonists.9 This apparent discrepancy might be related to
the difference in the potency of CA diet and GW4064
in activating FXR-a or, alternatively, may depend on
duration of treatment, which was significantly different
between both studies.9 Furthermore, the absence of any
major difference in IT testosterone synthesis was con-
sistent with our germ cell phenotype. In fact, it has
been well established that a decrease in IT testosterone
triggers apoptosis during the stage of spermatocyte
development,20 whereas, in our study, apoptosis was
detected in spermatids.
Our study revealed that Tgr5 is expressed within the
germ cell lineage, where it represses Cx43 expression
through regulation of the transcriptional repressor,
Tbx2. Numerous studies have highlighted the impor-
tance of Cx43 and N-cadherin in testicular physiology
to maintain the number of germ cells.37-40 Based on
our findings, we propose that the concomitant decrease
of Cx43 and N-cadherin may account for germ cell
sloughing and BTB alteration after BA exposure. This
function of TGR5 in germ cells is consistent with
recent studies indicating that interactions between SCs
and germ cells (spermatids) can perturb BTB integ-
rity.5,6 Moreover, animals treated with BAs presented
incorrectly oriented spermatids, which could also be
associated with spermatid apoptosis.7
Even though systemic factors, such as testosterone
and IGF-1, can, in theory, induce male infertility, our
data rather disfavor this possibility in our model.
Instead, the results obtained from our studies in
Tgr52/2 males support the idea that BAs could
directly affect testicular physiology through TGR5 in
germ cells. Indeed, we observed that BAs are present
in the testis and that their concentrations are increased
under CA-diet exposure. Such an increase was
observed in both Tgr51/1 and Tgr52/2 males. This
suggests that the lower response to the CA diet in the
testes of Tgr52/2 mice in terms of N-cadherin and
Cx43 protein accumulation was not the result of
altered BA levels, but rather the absence of an active
TGR5-signaling pathway. It is interesting to note that
DCA is the BA displaying the highest fold increase
after CA-diet exposure in the testes. Of all naturally
occurring BAs, DCA is one of the most potent ago-
nists for TGR5.30,31 This finding is consistent with a
role for TGR5 in the CA-induced deleterious effects
on testis physiology. DCA is a secondary BA that orig-
inates from the intestinal transformation of CA by
bacterial flora, suggesting that an intact enterohepatic
cycle is required to induce the testicular-deleterious
effects. Intriguingly, DCA plasma and IT concentra-
tions were negatively correlated with the number of
pups per litter from CA-exposed males, further corrob-
orating the importance of DCA in this process. Addi-
tional studies will be necessary to confirm whether
DCA may have similar effects on male fertility and
function in humans.
Our work suggests a key role for TGR5 within the
testis where TGR5 may potentially be activated by
BAs in pathological conditions with increased BA lev-
els, but the physiological ligands remain to be defined.
However, it is interesting to note that TGR5 has been
demonstrated to be activated by some steroids that
may be relevant in testicular physiology, such as
androsterone and androstandiol, which may be natural
testicular ligands of TGR5.31 More work will be
required to assess the contribution of these steroids to
TGR5 function during testicular development and
physiology. Finally, it is worth mentioning that several
correlations exist in humans between liver diseases and
altered male fertility.41,42 Given that many liver dis-
eases are characterized by a severely impaired BA
homeostasis, it is tempting to speculate that pathologi-
cal BA levels in serum may initiate testicular altera-
tions during the early stages of liver dysfunction and
subsequently promote subfertility. In this context,
plasma BA concentrations and pool composition may
offer promising tools for early diagnosis of testicular
subfertility in patients with liver diseases. Although
more human studies are warranted to corroborate this
correlation in humans, our mouse studies provide
strong indications for a deleterious effect of chronic
BA exposure on testicular pathophysiology and fertility
disorders.
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Figure 32. Modèle résumant les niveaux d’atteintes histologiques et moléculaires de l’épithélium séminifère en réponse à des 
concentrations supra-physiologiques d’acides biliaires.
Cnx43, Connexine43 ; N-Cadh, N-Cadhérine ; BHT, barrière hémato-testiculaire
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Discussion et perspectives, Article I 
 Les objectifs de ces travaux étaient d’identifier et de caractériser l’impact de concentrations 
supra-physiologiques d’acides biliaires sur la physiologie testiculaire et le maintien des fonctions de 
reproduction à l’âge adulte. 
 Nous montrons que des souris adultes nourries par un régime supplémenté en acide cholique 
présentent une augmentation des concentrations d’acides biliaires à la fois plasmatiques et intra-
testiculaires corrélées à une hypofertilité avec 25% des mâles exposés devenant stériles. Cette dernière 
est associée à une altération de la fonction exocrine du testicule caractérisée par une diminution de la 
production de spermatozoïdes consécutive à plusieurs atteintes de la spermatogenèse. 1 - un 
détachement de l’épithélium séminifère associé à une rupture de la barrière hémato-testiculaire 
résultant de la diminution de l’accumulation des protéines de jonction Connexine-43 et N-Cadhérine ; 
2 - une apoptose des cellules germinales spécifiquement au stade de spermatide. Le rôle majeur de 
Tgr5 dans ce phénotype a pu être établi par l’utilisation de souris invalidées pour Tgr5 (Figure 32). 
Ces travaux dressent le constat de l’impact majeur de l’hyperactivation par les acides biliaires 
de la signalisation Tgr5 vis-à-vis du maintien des fonctions de reproduction. 
1. Phénotype systémique : agit-il en synergie avec Tgr5 ?  
Notre protocole de traitement par un régime enrichi en acide cholique (0,5% CA) est un 
modèle bien décrit dans la littérature. On sait que chez la souris celui-ci se traduit par un phénotype 
multi-composantes en adéquation avec les rôles connus des acides biliaires. Notre modèle reproduit 
ainsi la perte de poids et la stéatose hépatique attendue. Par ailleurs, nous avons mis en évidence une 
diminution des transcrits hépatiques d’Igf1 et des concentrations de testostérone plasmatiques altérées. 
Les conclusions de notre étude montrent clairement que ces effets ne sont pas suffisants pour 
expliquer l’infertilité induite en condition cholestatique puisque ces derniers restent présents chez les 
animaux Tgr5-/- dont la fertilité et la physiologie testiculaire est préservée en réponse au traitement. 
Est-ce que toutefois ces facteurs systémiques participent chez la souris sauvage à créer un 
contexte favorable à l’action délétère de Tgr5 ? 
• L’une des expériences qui pourrait en partie répondre à la question serait de considérer chez la 
souris les conséquences d’un traitement par un agoniste synthétique spécifique de Tgr5 (INT-
777). Calqué sur les critères de la présente étude, ce protocole permettrait : 1) de s’affranchir 
in vivo de la composante détergente liée à l’accumulation toxique d’acides biliaires (fragilité 
membranaire, atteinte mitochondriale) et ; 2) d’écarter l’action délétère attribuée à l’action de 
Fxrα (stéatose, androgènes plasmatiques ?). 
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2. Tgr5 responsable : action systémique ou locale ? 
Notre modèle expérimental a permis de montrer, grâce à l’utilisation du modèle Tgr5-/-, que 
les effets des acides biliaires sur la physiologie testiculaire sont médiés par l’action de Tgr5. 
Plusieurs arguments suggèrent que l’hyperactivation de Tgr5 puisse être délétère au sein 
même de la lignée germinale : 1) Tgr5 est exprimé dans les cellules germinales ; 2) les acides biliaires 
sont présents et accumulés dans le testicule suite au régime ; 3) l’atteinte de la fertilité est 
proportionnelle à la présence de DCA testiculaire (ligand préférentiel de Tgr5) ; 4) il est possible grâce 
à un ligand spécifique de Tgr5 de reproduire sur une lignée isolée de cellules germinale (GC1spg) les 
effets moléculaires observés in vivo (Tbx2, Cnx43/Cnx43). 
Toutefois nous ne pouvons exclure formellement la contribution systémique de Tgr5 pour 
l’altération de la physiologie testiculaire.  
• La génération de souris invalidées spécifiquement pour Tgr5 dans la lignée germinale 
(croisement souris Prp-Cre x Tgr5 floxées) est en cours et permettra de répondre de manière 
définitive à cette question. 
 
 3. Mais où est Tgr5 ? 
Les travaux de Vassileva ont permis de mettre en évidence la présence des transcrits Tgr5 
dans des extraits de testicule total de souris C57Bl6 adultes (Vassileva et al., 2006). L’un des objectifs 
premiers des travaux de thèse présentés dans ce manuscrit était de préciser sa localisation chez la 
souris adulte de même souche.  
Nos données montrent, par plusieurs approches, que les transcrit Tgr5 se trouvent 
majoritairement accumulés dans la lignée germinale. Ces conclusions sont appuyées par des données 
communiquées par le Dr. NEF (Paris, France ; communication personnelle) ; une approche 
transcriptomique menée à partir de tri cellulaire exclue la présence de Tgr5 dans la lignée somatique 
murine. 
La question de la localisation protéique de Tgr5 demeure cependant en suspend du fait du 
manque de spécificité des anticorps aujourd’hui accessibles. Il reste par ailleurs à déterminer les 
stades de différenciation de la lignée germinale où Tgr5 (transcrit et/ou protéine) est retrouvé. Dans ce 
contexte, il nous faudra : 
• envisager la génération d’un nouvel anticorps Tgr5, 
• développer un modèle murin transgénique porteur d’une construction GFP (Green Fluorescent 
Protein) sous le contrôle du promoteur du gène Tgr5.  
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 4. Tgr5 et acides biliaire : mémoire de l’impact ? 
La question de la localisation de Tgr5 est importante afin de mieux comprendre les 
mécanismes l’impliquant dans le phénotype testiculaire que nous avons décrit.  
Si Tgr5 est présent dans les stades avancés de la spermatogenèse, ne pourrait-il pas être 
directement impliqué dans l’apoptose des spermatides ? A l’inverse, l’ensemble des événements 
(détachement épithélial, apoptose spermatide) est-il la résultante d’une dérégulation de la 
signalisation Tgr5 restreinte aux stades de différenciation précoces de la lignée germinale ; celle-ci 
pourrait alors se répercuter sur les différentes phases du processus de différenciation de cette même 
cellule indépendamment d’une nouvelle stimulation de Tgr5.  
A la question de la localisation de Tgr5 s’ajoute celle de la biodisponibilité des acides biliaires 
vis-à-vis des différents types cellulaires du testicule. Chez des animaux témoins, l’injection d’un acide 
biliaire de synthèse fluorescent se traduit par un signal testiculaire interstitiel et pré-BHT. Les acides 
biliaires ne semblent donc pas capables d’atteindre le compartiment adluminal du tube séminifère en 
condition physiologique. Ceci appuie l’hypothèse d’une altération de la signalisation Tgr5 dès les 
stades précoces de la lignée germinale (spermatogonies-spermatocytes I). Lorsqu’à 4 mois de 
traitement la BHT est altérée le scénario est différent et les acides biliaires sont capables d’entrer au 
contact des cellules germinales post-BHT. La question des conséquences d’une telle distribution est 
alors à considérer.  
Est-ce que les acides biliaires sont en mesure d’élargir l’impact sur la lignée 
germinale (apoptose des spermatides…) ? Est-ce qu’au contraire ces derniers, dilués dans le testicule 
total, ne se retrouvent plus en concentrations suffisantes pour avoir un quelconque effet ? Est-ce 
qu’alors le phénotype est voué à ne pas évoluer voire à s’essouffler ? Ou est-ce que le «mal est fait» et 
que les spermatogonies, cellules souches de la lignée germinale (SSCs), par un phénomène de 
«mémoire» de l’impact initial demeureront affectées sur le long terme indépendamment de la présence 
d’acides biliaires ? Pour répondre à l’ensemble de cette problématique nous proposons : 
• De transplanter les spermatogonies d’une souris donneuse exposée aux acides biliaires durant 
15 jours (premières atteintes moléculaires : Tbx2) dans le testicule d’une souris receveuse vidé 
de son contenu germinal suite à l’injection de busulfan (Brinster and Zimmermann, 1994). La 
qualité de la spermatogenèse issue des spermatogonies exposées sera évaluée selon les 
cinétiques et les critères pré-établis par notre modèle actuel, et ce indépendamment d’une 
nouvelle exposition aux acides biliaires. 
• Cette expérience est dessinée sur l’hypothèse d’une action germinale de Tgr5. Elle exclue 
l’éventualité d’une « mémoire » systémique. Il sera donc important de compléter cette 
expérience par un protocole d’exposition transitoire des souris aux acides biliaires. Nous en 
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analyserons les conséquences sur la spermatogenèse au moins après un cycle de gamétogenèse 
plus tard. 
La question de la réversibilité du phénotype est justifiée par le fait que certains modèles 
expérimentaux de perturbations des interactions cellulaires de l’épithélium séminifère sont définitifs 
(modèle Cadmium ou peptides pan-connexines) (Lee et al., 2009). De plus, il est aujourd’hui bien 
décrit que certaines expositions environnementales (perturbateurs endocriniens) ont des répercussions 
sur la fertilité de l’individu au long terme. Ces mécanismes mettent en jeu des mécanismes 
épigénétiques (méthylation de l’ADN essentiellement) que l’on sait pouvoir être affectés en réponse à 
la stimulation de Tgr5 (dérégulation de l’expression de Dnmt3b, voir Article II). 
Il serait dans ce contexte intéressant de connaître le statut épigénétique des spermatogonies 
en réponse à un traitement par les acides biliaires. Portent-elles une empreinte altérant définitivement 
l’expression d’un acteur nécessaire au bon déroulement de la spermatogenèse ? Pour cela nous nous 
proposons : 
• d’extraire la population souche de spermatogonies de souris témoins ou exposées aux acides 
biliaires grâce à une méthodologie de tri magnétique (Goharbakhsh et al., 2013). 
• de réaliser une analyse transcriptomique comparant les profils d’expression génique entre ces 
deux populations cellulaires.  
• Une stratégie de séquençage des régions génomiques méthylées (meDIP-séq) complétera cette 
approche et permettra d’identifier des gènes dont l’empreinte de méthylation est altérée en 
réponse aux acides biliaires. 
Pouvoir apporter des éléments de réponse à cette question est primordial lorsque l’on 
considère la physiopathologie humaine. Est-ce que restaurer chez un patient cholestatique les 
concentrations d’acides biliaires sera suffisant à restaurer sa fertilité ? Sur quel critère pourrait-on 
alors évaluer la réversibilité de l’atteinte ? La restauration du nombre de spermatozoïdes suffirait-elle 
à s’assurer de l’intégrité de leur bagage génétique transmis à la descendance ?  
5. Fxrα et foie : l’hypo-androgénie là où on ne l’attendait pas !  
 Des travaux précédents ont permis de mettre en évidence la présence de Fxrα au niveau de 
l’espace interstitiel où son activation par un ligand synthétique conduit, à court terme, à la répression 
de la stéroïdogenèse et à une diminution des concentrations plasmatiques de testostérone (Volle et al., 
2007).  
 Chez la souris adulte nourrie par un régime supplémenté en acide cholique, nos analyses ne 
montrent aucun signe révélateur d’un défaut de production d’androgènes. En effet, nous n’avons pu 
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identifier : 1) aucune diminution des concentrations intra-testiculaires de testostérone ; 2) aucune 
modulation de la signalisation androgéno-dépendante au niveau testiculaire.  
 Pour autant, des données complémentaires montrent qu’il existe dans le même temps une 
répression de l’expression des enzymes de la stéroïdogenèse (Star, Cyp17a1, Cyp11a1). Ceci suggère 
l’intervention des signalisations Fxrα en réponse aux acides biliaires. Elles ne seraient toutefois pas, 
ou peu, impliquées dans le phénotype testiculaire puisque nous avons démontré que seule la 
signalisation Tgr5 en est responsable. Ces observations posent alors plusieurs questions : 
 Comment expliquer que la diminution des transcrits de la stéroïdogenèse ne se traduise pas 
par une diminution des concentrations d’androgènes testiculaires ?  
 L’une des hypothèses serait que la diminution des transcrits de ces enzymes ne suffise pas à 
affecter leur activité. Ceci apparaît être le cas puisque nos données montrent que les concentrations 
intra-testiculaire de plusieurs intermédiaires métaboliques de la stéroïdogenèse, produits directs de ces 
mêmes enzymes (androstènedione, androstérone), ne sont pas affectées suite au traitement.  
 Comment alors expliquer la diminution des concentrations plasmatiques d’androgènes 
observée dans notre modèle ?  
 Le maintien des concentrations plasmatiques d’androgènes est le résultat d’une balance entre 
leur synthèse et leur catabolisme. L’inactivation et l’élimination des androgènes sont essentiellement 
prises en charge par le foie. Ces procédés enzymatiques sont communs à plusieurs molécules dont les 
acides biliaires ; ces derniers sont d’ailleurs capables, via Fxrα, d’induire l’expression de plusieurs 
enzymes cataboliques telles Ugt2b4 ou Cyp3a11. 
 De manière cohérente avec la littérature, l’accumulation hépatique de ces transcrits est 
augmentée dans notre modèle, et ce dès 15 jours de traitement par un régime 0,5% CA. Nous pouvons 
donc émettre l’hypothèse que leurs inductions puissent interférer avec l’homéostasie des stéroïdes 
circulants et être à l’origine d’une diminution des concentrations plasmatiques de testostérone telles 
que nous l’observons.  
• Mesurer les concentrations plasmatiques et urinaires de testostérone conjuguées (sulfate ou 
glucuronide) (Bowers and Sanaullah, 1996) pourrait contribuer à valider cette hypothèse. 
 
 6. De la perte d’interaction au développement tumoral ? 
 D’après nos travaux, Tgr5 apparaît en conditions pathologiques comme un régulateur majeur 
des jonctions intercellulaires structurant l’épithélium séminifère. Cette action est en partie médiée par 
l’induction de l’oncogène Tbx2, répresseur connu de l’expression de la Connexine-43. 
 La perte d’adhésion cellulaire se traduit classiquement par la mise en place d’un processus 
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d’anoïkis. Dans ce sens, nous nous attendions à ce que les cellules germinales détachées soient inertes, 
évacuées dans le fluide séminifère, et éliminées. Cependant, nos observations montrent clairement que 
celles-ci sont capables de s’accumuler au centre de la lumière. De plus, des analyses complémentaires 
montrent que ces cellules n’engagent pas un processus apoptotique, mais qu’au contraire certaines 
d’entres elles continuent à proliférer (données non publiées) ; deux propriétés attribuées aux cellules 
cancéreuses. 
 Nous posons donc l’hypothèse qu’un apport exogène d’acides biliaires, en plus d’entraîner 
une hypofertilité, pourrait participer à au développement et/ou à l’évolution de tumeurs germinales. 
 Plusieurs éléments bibliographiques soutiennent cette hypothèse : 1) Chez l’homme, il existe 
une corrélation entre l’infertilité et la carcinogenèse testiculaire (Hotaling and Walsh, 2009). Dans ce 
sens, un régime supplémenté en acides biliaires conduit à une hypofertilité avec 25% des mâles 
exposés devenant stériles ; 2) Chez l’homme, la réduction des niveaux d’accumulation testiculaire des 
transcrits CNX43 est associée au degré d’atteinte de la spermatogenèse (Matsuo et al., 2007) et ; 3) 
certaines études suggèrent que la perte d’expression de la CNX43 pourrait être l’un des évènements 
initiateur du développement de tumeurs testiculaires (Brehm et al., 2002 ; Segretain et al., 2003) ; 4) 
Les acides biliaires et la signalisation TGR5 sont impliqués dans l’évolution cancéreuse de plusieurs 
tissus notamment gastro-intestinaux (Hong et al., 2010 ; Lagergren and Mattsson, 2011). 
Une analyse rétrospective de données de transcriptomes, rendues disponibles par notre 
collaboration avec l’équipe du Dr. Jegou (Rennes, France), a permis de révéler des niveaux détectables 
d’accumulation de transcrits TGR5 dans des biopsies testiculaires de tissu sain. D’autre part, des 
analyses moléculaires complémentaires montrent que TGR5 est exprimé 1- dans des biopsies 
testiculaires de patients stériles (infertilités d’origine sécrétoires et excrétoires) (Collaboration Dr. 
Pointis, Nice, France) et 2- dans des biopsies de tumeurs testiculaires humaines de type séminome, 
carcinome embryonnaire ou tératome (collaboration Dr. Rajpert-De Meyts, Copenhague, Danemark). 
 Ces données sont appuyées par la détection de transcrits TGR5 dans les lignées cellulaires 
cancéreuses germinales humaines de type séminomateuses (TCam2) ou issues de carcinome 
embryonnaire (NTera2). Dans ce contexte nous proposons : 
• in vitro, d’étudier le potentiel oncogénique d’une lignée humaine de cellules germinales 
cancéreuses, TCam2 (lignée séminomateuse), en réponse à la modulation de la signalisation 
TGR5 (balance prolifération-apoptose ; agressivité des cellules). 
• d’analyser in vivo, à partir d’un modèle de xénogreffe, le potentiel oncogénique de cellules 
TCam2 en réponse à la modulation de la voie TGR5. 
• chez la souris, de déterminer le potentiel tumoral d’une exposition de longue durée à un 
régime riche en 0,5% CA. 
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 Des données épidémiologiques plaident pour l’origine fœtale du cancer testiculaire en réponse 
à l’exposition à des facteurs environnementaux tels que les perturbateurs endocriniens. Nous avons 
identifié Tgr5 dans les cellules germinales primordiales d’embryons de souris (collaboration 
P.Arnaud, GReD, Clermont-Ferrand, France).  
• Seul ou en synergie avec d’autres facteurs, nous testerons le rôle oncogénique de dérégulations 
embryonnaires de la voie Tgr5 chez la souris. 
Ces travaux pourraient alors contribuer à l’élaboration d’un modèle murin de cancer 
testiculaire, encore inexistant à ce jour. 
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Paternal exposure to bile acid induces transgenerational abnormalities of progenies. 
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Abstract 
Next to their ancestral roles in digestion and fat 
solubilization, bile acids (BAs) have been 
described as signaling molecules These 
signaling pathways involve activation of the 
nuclear receptor Farnesol-X-Receptor (FXRα) 
or of the G-protein-coupled Bile Acid 
Receptor-1 (GPBAR-1 or TGR5). BAs are 
involved in regulation of many physiological 
functions. BAs were demonstrated to impact 
male fertility. This was associated with 
abnormalities of germ cell lineage due to 
activation of testicular TGR5. Based on that, 
we wondered what could be the impact of 
germ cell DNA integrity and potential 
consequences for progenies. BA-exposure of 
male mice to BA-diet leads to increase of 
perinatal lethality of pups (F1-CA). The 
surviving progenies present altered postnatal 
growth and glucose metabolism. Adult F1-CA 
males transmitted deleterious phenotypes 
(lethality, altered growth and glucose 
metabolism) to the following generation (F2-
BA). We demonstrate that these effects seemed 
to be mediated by BA-TGR5 signaling 
pathway and were associated to alterations of 
epigenetic processes in the testis. Our data 
point out for the first time that altered BA 
metabolism in males might have some  
 
transgenerational consequences which could 
participate to expand of metabolic diseases. 
Introduction 
Several animal models using various 
contaminants, nutrition, and lifestyle-related 
conditions suggest a paternal influence on the 
offspring's future health [1]. Males contribute 
to the future generation through the 
information transmitted via sperm cells [2]. 
Recent studies have described numerous 
environmentally-induced disruptions of the 
epigenome (epimutations) in mammals [3]. 
While some of these appear to be corrected by 
normal germline-specific epigenetic 
reprogramming and are therefore not 
transmitted, others are not corrected and are 
disseminated over multiple subsequent 
generations [4]. Even if the role for histone 
modifications, DNA methylation [5], histone 
modifications [6] and/or RNA [7] has been 
proposed, the mechanism(s) responsible for 
inheritance of environmentally induced 
phenotypes remains largely unknown. 
 Recently, we have demonstrated that 
bile acids alter testis physiology on endocrine 
and exocrine functions via Farnesol-X-
Receptor (FXRα) or  G-protein-coupled Bile 
-1 (GPBAR-1 or TGR5) 
respectively [8], [9]. Tgr5 is expressed in germ 
cells and mediates BA signaling within this 
cell type. One of the main impacts of TGR5 is 
the induction germ cell apoptosis was observed 
at the spermatid step. However the exact role 
of BA with germ cell lineage has not been 
established so far. We thus wonder whether 
BA-diet could impact alter DNA integrity of 
germ cell. For that purpose, we exposed adult 
male mice to dietary BA supplementation. We 
show that mice fed a diet supplemented with 
cholic acid (CA) have altered condensation of 
germ cell nucleus during spermatogenesis. 
This was associated with a higher perinatal 
mortality of pups originating from F0 exposed 
to BA. In addition, surviving F1 pups show 
abnormal post-natal development with lower 
weight-gain and hyperglycemia. More 
surprisingly, this F1-CA progeny which has 
never been exposed to BA-diet show altered 
fertility and transmit the some of the 
abnormalities to the F2 generation associated 
with perinatal mortality. In conclusion, these 
data highlight that the BA signaling pathway 
plays a critical role in male germ cell 
physiology. 
 
Materials and Methods 
Ethics Statement. This study was conducted 
in accordance with the current regulations and 
standards approved by the Animal Care 
Committee (CEMEA Auvergne; CE 07-12).  
Animals. C57Bl/6J were purchased from the 
Charles River Laboratories(c) (
France Tgr5-/- mice used have been 
previously described [10]. The mice used in 
this study were maintained on a C57BL/6J 
background and housed in temperature-
controlled rooms with 12 hours light/dark 
cycles. Mice had ad libitum access to food and 
water. Nine-week-old  mice were exposed to 
the D04 diet (Control) or the D04 diet, 
supplemented with 0.5% cholic acid (CA-diet) 
(SAFE, Augy, France) for 3.5 months. 
Electron microscopy. Electron microscopy 
was performed as previously described[11]. 
Briefly, samples were fixed in 2% 
glutaraldehyde-0.5% paraformaldehyde in 
cacodylate buffer at 4 C for 24 h. Fixed testis 
were subsequently postfixed for 1.5 h in 
buffered osmium tetraoxide at 4 C and 
embedded in Epon Araldite (Delta 
Microscopies, Ayguesvives, France). Ultrathin 
sections was stained with uranyl acetate and 
observed with a Hitachi H-7650 transmission 
electron microscope (Hitachi Elexience, 
Verrières-le-Buisson, France). 
Glucose & insulin measurements. 
Colorimetric assays were performed as 
recommended by manufacturer (Glucose RTU, 
61269, Biomerieux SA, France and Insulin 
EIA kit A05105, Bertin Pharma, France). 
Gucose Tolerance Test. Mice were fasted 
overnight. Then they were challenged with 
a glucose 2 g/kg) by IP. At regular time 
points, blood glucose concentrations were 
measured, and blood samples were 
collected to determine insulin levels.  
Insulin Tolerance Test. Mice were fasted 4 
hours, and then they were challenged with 
insulin (1mU/g) by IP. At regular time 
points, blood glucose concentrations were 
measured, and blood samples were 
collected to determine insulin levels.  
DNA methylation analysis. Bisulphite 
treatments were performed by using the EZ 
DNA methylation-Gold kit (Zymo D5005) 
according manufacturer’s instructions.  PCR 
amplifications were performed for 40 cycles in 
20 µl containing 50 pmol of each primer, 0.2 
mM each dNTP, 1.25 U HotStar Taq DNA 
polymerase (Qiagen) in the recommended 
buffer and 2,5 mM MgCl2. The methylation 
pattern of the native DNA was assessed by a 
Taq1-based (TCGA) restriction digestion of the 
purified PCR products, according standard 
procedures, followed by migration on a 2% 
agarose gel. Briefly, following bisulphite 
treatment, there is appearance/retention or loss 
of Taq1 restriction sites in the region of 
interest,  the cytosine 
residue was originally methylated or not. Thus, 
digestion indicates the ‘methylation pattern’ of 
the population of molecules in PCR products. 
Undigested PCR product suggests the absence 
of methylation (at Taq1 site(s)) in the native 
sequence, whereas complete digestion 
indicates a high degree of methylation (at Taq1 
site(s)) in the native sequence. 
 Microarray analysis was 
performed on 3 pools of 3 mice per diet-
groups. mRNA samples were analyzed 
using Agilent Gene Expression Microarray, 
8x60K (Agilent Technologies, Palo Alto, 
CA) using statistical method FCROS "Fold 
Change Rank Ordering Statistics" [12]. 
With this method, a statistical (f value) is 
 ratio values for 
each gene between the experimental 
groups. This statistic varies between 0 and 
1. The more genes are overexpressed, the 
higher the f value is close to 1 Statistics are 
used to identify differentially expressed 
genes according to a defined error rate. For 
example, to identify differentially 
expressed with an error rate of 5% genes, 
select the genes for which the f value is 
<0.025 and> 0.975.. 
Real-Time RT-PCR. RNA from testis samples 
was isolated using Nucleospin RNA L 
(Macherey-nagel, Hoerdt, France). cDNA was 
synthesized from total RNA with the MMLV 
reverse transcriptase and random hexamer 
primers (Promega, Charbonnière Les Bains, 
France). The real-time PCR measurement of 
individual cDNAs was performed using SYBR 
green dye (Master mix Plus for SYBR Assay, 
Eurogentec, Angers, France) to measure 
duplex DNA formation with the Eppendorf 
Realplex system. The sequences of primers are 
reported in supplemental data as Suppl. Table 
1. Standard curves were generated with pools 
of testis cDNA from animals with different 
genotypes and/or treatments. The results were 
analyzed using the ΔΔct method. 
Western blot. Proteins were extracted from 
NP40, 1X protease inhibitors (Roche tissues 
using lysis buffer (0.4 M NaCl, 20 mM Hepes, 
1.5 mMMgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.1% Roche 
Diagnostics, Meylan, France)). Antibodies 
were used in TBS, 0.1% tween and 10% milk. 
Antibodies used are given in supplemental 
information (Suppl. Table 2). 
 
Results 
BA-exposure of F0 results in post-natal 
abnormalities of F1 pups.In order to better 
define the impact of BA exposure on testicular  
germ cells, adult male mice were fed a diet 
supplemented with 0.5% of cholic acid (CA) as 
previously. As expected BA-exposed males 
(F0-CA 0.5%) showed altered fertility. 
Analyses of litters during pregnancy 
demonstrate a decrease of the number of 
fecundation (16%, Fig. 1A) and a 6-fold 
increase of pups dead (Fig. 1B) during 
pregnancy. In addition, the 46% of progenies 
borne from BA-exposed fathers died in the 
first 15 days of life (Fig. 1C). No difference 
was observed between sexes regarding 
sensitivity (Fig. 1D). The overall percentage of 
lethality (in utero plus neonatal) is around 62% 
in CA-exposed mice (Fig. 1E). Note that for 
all these parameters no effect was observed 
with the 0.2% CA-diet (Suppl. 1A, 1B & 1C). 
 
 
 
 
Figure 1. BA exposure increases progeny lethality. (A)  Number of fecundation in F0 males fed control (ctrl), 0.2%CA or 
0.5%CA diets. (B) Number of dead pups observed at E.16.5 in pups originated from F0 males fed control (ctrl), 0.2%CA or 
0.5%CA diets. (C) Percentage of postnatal dead pups originated from F0 males fed control (ctrl), 0.2%CA or 0.5%CA diets. 
(D) Overall percentage of dead pups originated from F0 males fed control (ctrl), 0.2%CA or 0.5%CA diets. In all panels data 
are expressed as the means +/-SEM. n=5-6 per group. Statistical analysis: * p<0.05 vs control diet group. 
 
BA-exposure alters neonatal male mice 
growth. We next analyzed the phenotype of 
surviving mice. Results showed that F1 mice, 
both males and females, have similar body 
weight at birth between groups and up to 8-
days old (Fig. 2A). Then since 15-days after 
birth, F1-CA progenies had lower body weight 
compared to F1-Control (F1-Ctrl) mice (Fig. 
). Interestingly, this difference in body 
weight was associated with a hyperglycemia in 
F1-CA mice visualized after 5 hours of fasting 
(Fig. 2B). At the molecular level, this altered 
glucose metabolism was supported by 
enhanced expression of Phosphoenol pyruvate 
carboxykinase (Pepck) and of Glucose-6-
Phosphatase (Fig. 2C). Moreover, the F1-CA 
pups had higher insulin plasma levels 
compared to F1-Ctrl (Fig. 2D). Note that no 
sexual dimorphism was observed for these 
parameters (data not shown).   
 
 
Figure 2. BA exposure alters neonatal glucose metabolism. (A) Body weight of F1 pups, originated from F0 males fed 
control (F1-Ctrl) or 0.5%CA diet (F1-CA), at birth (0, 8 days and 15 days old. (B) Relative glucose levels 15 days old F1-Ctrl 
and F1-CA pups. (C) Liver mRNA accumulation of Pepck and G6Pase normalized to b-actin in F1-Ctrl and F1-CA pups at 
15 days old. (D) Relative insulin levels in 15 days old F1-Ctrl and F1-CA pups. In all panels data are expressed as the means 
+/-SEM. n=5-6 per group. Statistical analysis: * p<0.05 vs control diet group. 
 
Glucose homeostasis is alteredin adult F1-
CA male.The effect of CA-diet on body 
weight was maintained up to adulthood with 
lower body weight in F1-CA compared to F1-
Ctrl (24-weeks old) (Fig. 3A). Conversely to 
15-days old mice, since 5-weeks old, mice did 
not show altered glycemia after fasting, neither 
in response to glucose or insulin tolerance tests 
(Suppl. 1B). In adult mice glycemia was not 
altered after short (5hrs) or long (16hrs) term 
fasting conditions (Fig. 3B).  No significant 
difference was observed in response to glucose 
during glucose tolerance test (GTT) 
experiments (Fig. 3C). However, a slight delay 
in glycemia restoration was observed as during 
the restoring phase of glucose levels (red 
square, Fig. 3C). Surprisingly, F0-CA mice 
showed enhanced sensitivity to exogenous 
insulin was observed during ITT experiments 
(Fig. 3E). This suggests that downstream 
insulin signaling pathways were efficient in 
F1-CA mice. Strikingly, no significant effect 
on plasma insulin levels was observed (Fig. 
3F). The discrepancy observed between ITT 
and IGTT could be the result of on altered 
production/secretion of insulin by F1-CA mice 
compared to F1-Ctrl in response to glucose 
during IGTT. This should be linked to 
alterations of pancreas functions in F1-CA 
mice.  
  
Figure 3. BA exposure alters glucose metabolism. (A) Body weight of F1 pups, originated from F0 males fed control (F1-
Ctrl) or 0.5%CA diet (F1-CA), from birth to adulthood (168 days). (B) Relative glucose levels adult F1-Ctrl and F1-CA mice 
after 5 and 16 hours of fasting. (C) IGTT in adult F1-Ctrl and F1-CA mice. (D) ITT in adult F1-Ctrl and F1-CA mice. (D) 
Relative insulin levels in adult F1-Ctrl and F1-CA mice. In all panels data are expressed as the means +/-SEM. n=5-6 per 
group. Statistical analysis: * p<0.05 vs control diet group. 
 
 
TGR5 mediates generational effects of BA. 
It has been previously demonstrated that the 
deleterious BA impacts on testis are mediated 
by TGR5.The use of Tgr5-/- males supported 
these results as F1-Tgr5-/--CA did not show 
altered viability compared to F1-Tgr5-/--C (Fig.  
 
4A). In addition F1-Tgr5-/--BA had normal 
body weight gain in early postnatal life (Fig. 
4B). Consistently, 15-days old F1-Tgr5-/--BA 
did not have altered glycemia (Fig. 4C). The 
mice are now getting older to analyze glucose 
metabolism as well as sensitivity to insulin. 
 
 
Figure 4. BA exposure effects ar TGR5 independent glucose metabolism. (A) Percentage of postnatal dead pups 
originated from F0 Tgr5-/- males fed control (ctrl) or 0.5%CA diets. (B) Body weight of F1 pups, originated from F0 Tgr5-/- 
males fed control (F1-Ctrl) or 0.5%CA diet (F1-CA), at birth (0, 8 days and 15 days old. In all panels data are expressed as 
the means +/-SEM. n=5-6 per group. Statistical analysis: * p<0.05 vs control diet group. 
 
 
F1-CA progenies have altered fertility. As 
we have previously demonstrated the impact of 
BA on testicular physiology, we studied it in 
F1-CA mice. Even though testicular 
physiology needs to be studied, the number of 
spermatozoa produced was not affected in F2-
CA compared to F1-Ctrl (Fig. 5A). However, 
fertility test showed that F2-CA had altered as 
per litter (Fig. 5B). Altogether, these data 
suggest putative qualitative defect of F1-CA 
spermatozoa. 
 
 
 
Figure 5. BA exposure of F0 males impacts F2 progenies. (A) Sperm count in the epididymis tail in adult F1-Ctrl and F1-
CA mice. F1-Ctrl mice were arbitrarily fixed at 100%. (B) Each male was bred with 2 C57Bl6/J females to analyze their 
reproductive capacity with the number of pups per litter. (C) Percentage of postnatal dead F2 pups originated from F1-ctrl or 
F1-CA mice. (D) Body weight of F2 pups, originated from F1-Ctrl orF1-CA at 8 days and 15 days old. (E) Relative insulin 
levels in 15-days old F2-Ctrl and F2-CA mice. (F) Liver mRNA accumulation of Pepck and G6Pase normalized to b-actin in 
F2-Ctrl and F2-CA pups at 15 days old. In panels B, C, D, E & F data are expressed as the means +/-SEM. n=5-6 per group. 
Statistical analysis: * p<0.05 vs control diet group. 
 
 
F2 pups show postnatal developmental 
abnormalities. In the last years, exposure to 
multiple stresses has been demonstrated to 
induce multi-generational impacts. We thus 
wondered whether the impacts of BA-diet on 
F0 and then F1 progenies could be transmitted 
to a second generation. As in F1-CA, F2-CA 
progenies showed increased perinatal mortality 
compared to F2-Ctrl (Fig.5C). Moreover, as in 
F1-CA, the surviving pups present a similar 
body weight to controls at birth; however from 
8-days postnatal, F2-CA had lower body 
weight compared to F2-Ctrl (Fig. 5D). 
Interestingly, in the same time frame as in F1, 
the 15-days old F2-CA pups had 
hyperglycemia compare to F2-Ctrl (Fig. 5E). 
Consistent with F1 data, glycemia was 
correlated with the higher mRNA 
accumulation of G6Pase mRNA in liver of F2-
CA compared to F2-Ctrl (Fig. 5F). BA-
exposure alters DNA condensation of F0 
germ cells. Next to the impact of BA-diet on 
the decrease of spermatozoa production [9]), it 
might impact germ cell DNA integrity leading 
to transgenerational impacts. In order to define 
the origin of this multi-generational phenotype, 
we analyzed testis/germ cell physiology in F0-
CA males and. First impact of BA-diet on 
germ cells was identified using electronic 
microscopy on testis from mice fed control or 
CA-diet (Fig.6A). Data clearly show that germ 
cells from BA-exposed males have altered 
DNA condensation, which is a normal process 
during spermiogenesis. This step of 
spermatogenesis is characterized by the 
transition from histone to protamine.  BA-diet 
did not affect mRNA accumulation of either 
transition protein (Tnp1 & Tpn2) neither 
protamines (Prm1 & Prm 2) (Suppl. 2). No 
significant effect in global H3 and H4 levels 
were observed in F0-BA males compared to 
F0-C ones (Fig. 6B). Western blot analysis 
showed lower levels of H4-ac in testis of F0-
BA compared to F0-C (Fig. 7B). Interestingly, 
H4acetylated level has been defined as 
preclude for histone-to-protamine transition. In 
addition, during spermiogenesis, DNA strand 
breaks in elongating spermatids lead to the 
formation of poly(ADP-ribose) by PAR 
polymerases (i.e., PARP1 and PARP2). Present 
results showed lower levels of cleaved PARP-1 
in F0-CA testis compared to F0-C group (Fig. 
).This suggests PARP-1 could be 
hyperactivated. We now need to confirm this 
through the analysis of PARylation levels. 
 
 
Figure 6. BA-diet alters germ cell DNA condensation. (A) Representative images of electronic microscopy of testis from 
F0-Ctrl and F0-CA mice. (B) Immunoblots of TUBULIN, H3, H4 and H4-ac on testicular protein extracts of F0-Ctrl and F0-
CA mice (n=6-10 per group). Quantification of H3 and H4 protein accumulations compared to TUBULIN, and H4-ac 
compared to TUBULIN or H4. (C) Immunoblots of cleaved and uncleaved PARP-1 on testicular protein extracts of F0-Ctrl 
and F0-CA mice (n=6-10 per group). Quantification of cleaved PARP1 protein accumulations compared to TUBULIN, and 
H4-ac compared to TUBULIN or uncleaved PARP-1. In all panels data are expressed as the means +/-SEM. n=5-6 per group. 
Statistical analysis: * p<0.05 vs control diet group. 
 
BA-exposure alters epigenetic processes in 
F0-CA testis. In order to define molecular 
pathways that could be involved in altered 
germ cell physiology leading to the 
multigenerational phenotype, we performed a 
gene candidate approach. Regarding histone 
modifications, the expression of histone 
methyltransferases Ezh2, G9a, and Suv39h2 
were not affected by BA- diet. In contrast, 
mRNA accumulation of Suv39h1was increased 
in F0-CA testis (Fig. 7). At the protein level no 
impact was observed on H3K27me3 level, 
wherease H3K4me2 was significantly 
increased in F0-BA testis (Fig. 7A).  DNA 
methyltransferases Dnmt1, Dnmt2, Dnmt3a, 
and Dnmt3L were modified in response to BA-
diet (Fig. 7B). In contrast, Dnmt3b was found 
to be increased in testis of F0-BA males 
compared to F0-ctrl group (Fig. 7B). In that 
line mRNA accumulations of imprinted genes 
(Mest, Rtl1, Gtl2 and H19) was not altered in 
F0-CA males compared to F0-Ctrl group (Fig. 
7B). No effect was observed on Piwil1 and 
Piwil2 (Fig. 7C). 
We have next performed a through-highput 
analysis. Microarray analysis showed that 
following BA-diet altered the expression 
numerous genes (Suppl. 3A). 24 genes were 
up-regulated and 43 genes were down-
regulated in F0-BA compared to F0-C (Suppl. 
3A). Among all these genes, only 6 were also 
deregulated in Tgr5-/- males (Suppl. 3B), 
clearly suggesting that TGR5 plays major role 
in mediating the effects of BA on testis. 
Among them, imprinted gene kcnq1ot1 was 
decreased (Suppl.3A). This suggested that 
DNA methylation could have been altered at 
particular locus. Surprisingly, 25% of the BA 
non coding RNA (Suppl. 3A). 
Gene and phenotype ontologies for BA-
deregulated genes showed potential impact on 
cell proliferation, inflammatory processes as 
well as stem cell maintenance, regulation of 
genetic imprinting (Suppl. 3C and 3D). 
 
 
Figure 7. BA-diet alters germ cell DNA condensation. (A) Testicular mRNA accumulation of Ezh2, G9a, Suv39h1 and 
Suv39h2 normalized to b-actin in F0-Ctrl and F0-CA. (B) Immunoblots of H3K27me3, H3K4me2 and H3 on testicular 
protein extracts of F0-Ctrl and F0-CA mice (n=6-10 per group). Quantification of H3K27me3 and H3K4me2 protein 
accumulations compared to H3. (C) Testicular mRNA accumulation of Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3a2, Dnmt3b, Dnmt3l, Mest, 
Rtl1, Gtl2 and H19 normalized to b-actin in F0-Ctrl and F0-CA. (D) Testicular mRNA accumulation of Piwil1 and Piwil2 
normalized to b-actin in F0-Ctrl and F0-CA. In all panels data are expressed as the means +/-SEM. n=5-6 per group. 
Statistical analysis: * p<0.05 vs control diet group. 
 
Histone code is altered in F0-BA sperm. We 
next studied in spermatozoa some of the 
epigenetic factors known to be involved in 
generational transmission. Analyses of DNA 
methylation levels on specific DNA 
methylated Region (DMR) of imprinted genes 
such as Kncq1ot1, H19 and Zac1 did not 
shown differential methylation between groups 
(Suppl. 4). In spermatozoa, no difference was 
noted in levels of H4-ac beyween groups (Fig. 
8). In contrast and consistently to testicular 
data, the levels of H3K4me2 were increased in 
F0-BA compared to F0-Ctrl mice (Fig.8). 
 
 
 
 
Figure 8. BA exposure affects epigenetic marks in spermatozoa. Immunoblots of H3K27me3, H3K4me2 and H3 on 
spermtozoa protein extracts of F0-Ctrl and F0-CA mice (n=6-10 per group). Quantification of H3K27me3 and H3K4me2 
protein accumulations compared to H3. 
 
Growing evidences show that environmental 
factors can influence susceptibility to diseases 
during specific developmental periods in 
particular regarding testis physiology [13], 
[14]. These studies highlight some 
transgenerational inheritance due to germ line 
modifications from exposure in F0. In that line, 
our studies highlights the effects of BA on 
abnormal development of F1 pups from BA-
exposed fathers. These pups present high 
perinatal mortality (50% F1). Surviving pups 
have growth defects as early as 8-days 
postpartum. In addition, these symptoms were 
observed in the F2 progenies, demonstrating 
for the first time the transgenerational effects 
of BA exposure. We demonstrate the major 
role of TGR5 in this signaling. These results 
are consistent with our previous study showing 
that in adult testis TGR5 is mainly expressed 
within germ cell lineage. They could be of 
particular interest regarding potential impact of 
TGR5 signalling pathways on germ cells and 
then progenies in the context of liver diseases 
when bile acids, natural ligands of TGR5, are 
increased. This also opens new field of 
research in the context of the used of TGR5 
agonist in the treatment of diseases such as 
obesity. 
Our study of the generational transmission of 
deleterious effects in male lineage is consistent 
with previous study on cholestasis during 
pregnancy. This work showed a transmission 
of metabolic diseases in the offsprings on 
women with pregnancy cholestasis (ICP)[15]. 
In this study some sexual dimorphism was 
observed. Indeed F1 males had increased body 
mass index (BMI), and females exhibited 
increased waist and hip girth. These data were 
confirmed using mouse model of ICP. 
Strikingly, females from cholestatic mothers 
developed a severe obese, diabetic phenotype 
with hepatosteatosis but only following a 
Western diet, what was not the case of 
offrspring from “control” mothers. It could be 
of interest to challenge pups obtained from F0-
CA fathers with high fat diet do define if they 
will develop metabolic syndrome. 
Interestingly, it is well known that ICP could 
induce offspring mortality. Altogether these 
data suggest that BA exposure (of mothers and 
fathers) impact key genes of development 
leading to death of progenies. The phenotype 
of offspring during ICP was correlated with the 
accumulation of lipids in the fetoplacental unit 
and increased transplacental cholesterol 
transport.  IN order to explain the important 
mortality rate observed in progenies of F0-CA 
males, it could be of interesr to focus on 
paternally expressed genes in placenta (Xang 
2013).  
Altered spermiogenesis. Histone to protamine 
transition requires sequence of events such as 
H4 hyperacetylation, histone variant 
expression, nucleosome eviction and DNA 
damage repair. Thus, to decipher how BAs 
impact spermiognesis, an important point will 
be to identify the altered mechanisms leading 
to the default in nucleus condensation. Here, 
we define that BA-diet leads to lower 
accumulation of H4-ac which could be 
consistent with histone retention. Indeed, in 
histones fail to be replaced from the chromatin 
in the absence of histone H4 acetylation [16]. 
Following acetylation, H4ac interacts with 
Brdt first which then recruits Smarce1, a 
subunit of the SWI/SNF family of ATP-
dependent chromatin remodelers [17]. During 
this histone to protamine transition, there is a 
relaxation of DNA and physiological DNA 
strand breaks (DSB) for histone removal. 
Spermatids (haploid cells) cannot repair these 
DSB by homologous recombinationv [18]. 
Appearance of DSB induces the formation of 
poly(ADP-ribose) by PARPs which then 
allows recruitment of DNA repair complexes. 
The major role of PARPs was defined as 
PARP inhibition results in altered chromatin 
condensation and histone retention in mature 
sperm [19]. If F0-BA showed altered DNA 
condensation of spermatid, they surprisingly 
had lower levels of cleaved PARP-1 in testis of 
F0-CA compare to control group. This could 
suggest that PARP-1 could be hyperactivated. 
The dynamic of PAR metabolism relies on 
removal of PAR by PARG. PARG KO model 
showed in altered DNA condensation in 
spermatid as well as infertility which is 
associated with increased parylation level [20]. 
Thuds the hyperactivation of PARP-1 observed 
in F0-CA could be consistent with the 
abnormalities of spermiogenesis. Howerver, 
PARP-1 auto-modification results in its 
inactivation. Thus to decipher the status of 
PAR metabolism in F0-CA mice, we need to 
study the levels of PARG, PARP2 and of 
parylation.  
Histone code. In spermatozoa a certain 
are not removed during 
replacement by protamines. Remaining 
nucleosomes are replaced by maternal 
nucleosomes in the zygotes. It has been 
suspected that these nucleosomes must be 
important for some developmental processes. 
They are thought to be potential signal of 
paternal inheritance. In that line, several 
studies identified that remaining nucleosomes 
are enriched in DNA sequences of genes 
(promoter or exons) [21] in imprinted genes an 
developmental genes such as the HOX genes 
[22]. This could be of great interest for us to 
define using high-throughput approached 
which genomic region might have retained 
histone in F0-CA mice in order to identify the 
putative origin of the increased mortality.  
However, recent studies showed contradictory 
results with nucleosomes retained in gene-poor 
regions [23], [24]. Thus further studies will be 
necessary to identify the genomic region where 
nucleosomes are retained. Moreover the 
identification of their states (modification, 
variant) could be useful to give idea of their 
potential roles.  
 
Locus kcnq1ot1 (testis vs spz???).  If 
Kcnq1ot1 was found altered in the testis of F0-
BA males, the analyzed DNA methylation 
level of the DMR in spermatozoa was not 
affected. Thus either this DNA methylation 
was not affected at all or it could be possible 
that it might be a restricted area of DNA that is 
altered. Indeed, the method used we did not 
cover all CpG islands of the DMR. We now 
need to use a more sensitive method such as 
bisulfite conversion followed by DNA 
sequencing. With this approach, restricted 
altered DNA methylation could also be 
identified in other regions than Kcnq1ot1 
DMR.  
However, no modification of Cdkn1c, the 
other gene of this imprinted locus, was 
observed suggesting that no big alteration of 
DNA methylation level must be involved. 
Thus other transcriptional factor might be 
involved in the testicular alteration of 
Kcnq1ot1 expression. 
 
Long non Coding RNA. Kcnq1ot1 is a 
LncRNA. Interestingly, microarray analysis 
showed that around 25% of the genes altered 
by BA-diet correspond to Long Non Coding 
RNA (lncRNAs). Interestingly, it has been 
recently demonstrated lncRNAs accumulate 
during the meiotic and postmeiotic stages of 
spermatogenesis in mammals [25]. LncRNA 
represent a class of regulatory molecule, which 
are defined as transcripts of more than 200 
nucleotides (nt) in length that lack significant 
open reading frames [26]. Their roles have 
been demonstrated in several physiological 
processes [26]as well as in diseases [27]. 
LncRNAs act different ways [28]. They can 
modulate gene expression at transcriptional, 
post-transcriptional (splicing, silencing). They 
cans also regulate translation. Moreover, 
lncRNAs can induce epigenetic modification 
via the polycomb repressive complex 1/2 
(PRC1) or G9a. Interestingly, they can interact 
with the LSD1/CoREST/REST complex [29] 
and MLL/WDR5 complex [30]. This could 
thus be hypothesized that in response to BA-
diet, LncRNA could be responsible to the 
altered pattern of H3K4me2 observed in testis 
and spermatozoa via interaction with LSD1 
and/or MLL/WDR5 complexes. We need to 
better analyze the expression levels of LSD1 
and MLL/WDR5. 
 
In conclusion, we demonstrate for the first time 
a transgenerational impact of father exposure 
to BAs. The next step will be to identify the 
molecular mechanisms involved in order to 
define the dark side of BAs. Analysis of 
epigenetic processes such as DNA methylation, 
histone modification as well as none coding 
RNA and comparison of their patterns in the 
multiple generations (from F0 to F2) will allow 
to decipher the common ones and thus identify 
those involved in these transgenerational 
transmissions. This work is part of the 
challenge in which many teams are involved 
which aim to discover how sperm transmit 
information issued from environmental 
/metabolic impregnation. 
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Supplemental 1. Glucose levels in 5 weeks old F1-Ctrl and F1-CA after 5 hours of fasting.  
 
 
 
 
 
 
Supplemental 2. Testicular mRNA accumulation of Tnp1, Tnp2, Prm1 and Prm2 normalized to b-actin in F0-
Ctrl and F0-CA. In all panels data are expressed as the means +/-SEM. n=5-6 per group. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) List of down- and up-regulated genes in F0 males mice fed BA-diet compared to 
control group. (B) Analysis of the common genes deregulated by BA-diet in Tgr5+/+ and Tgr5-/- F0 
males. (C) Phenotype ontology upon analysis of BA-deregulated genes in testis of F0 males defined 
using Mousemine. (D). Gene ontology upon analysis of BA-deregulated genes in testis of F0 males 
defined using Mousemine. 
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Figure 33. Recherche du lien épigénétique transgénérationnel en réponse aux acides biliaires : stratégies d’analyses.
Deux approches parallèles et complémentaires seront menées aﬁn de déterminer l’altération épigénétique à l’origine de l’impact transgénérationnel 
d’une exposition aux acides biliaires. 1, Nous rechercherons un tableau phénotypique commun aux générations F1 et F2 et en déduirons des gènes 
candidats dont la dérégulation pourrait être le «!ﬁl rouge!» de l’atteinte transgénérationnelle. 2, Nous identiﬁerons le phénomène épigénétique altéré 
dans le gamète F0 et rechercherons la constance de cette anomalie dans le gamète F1. 
ES,  Ectoplasmic  specialization  ;  H4ac,  H4  acétylée  ;  Lsd1,  Lysine  speciﬁc  demethylase  ;  Mll,  Mixed  lineage  leukemia  ;  Dnmt3b,  DNA 
méthyltransferase 3 b ; CHIP-seq, Chromatine immuno precipitation – sequencing ; meDIP-seq, Methyl DNA immunoprecipitation sequencing ; 
G6p, Glucose 6 phosphatase ; CA, Cholic acid
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Discussion et perspectives, Article II 
 Chez l’Homme, les exemples de transmission transgénérationnelle de par le père sont rares et 
déduits de tendances démographiques. Dans une étude épidémiologique suédoise, le risque de 
développer des complications cardiovasculaires ou un diabète de type 2 est partiellement déterminé 
par l'alimentation des parents et grands-parents lors de leur préadolescence ; un grand-père au 
comportement alimentaire excessif (surnutrition) transmettra à ses petits-enfants un risque multiplié 
par quatre de développer un diabète de type 2 (Kaati et al., 2002). Il est par ailleurs décrit qu’un père 
atteint de trouble métabolique (obésité, diabète) donnera naissance à des nourrissons de poids inférieur 
à la normale et présentant une susceptibilité à développer à leur tour un syndrome métabolique 
(Hyppönen et al., 2003 ; Lindsay et al., 2000). 
 Notre étude définit la dérégulation du métabolisme des acides biliaires comme une nouvelle 
composante physiopathologique aux impacts transgénérationnels. En effet, à l’atteinte quantitative 
d’une diminution du nombre de fécondations (Baptissart et al., 2014), se rajoute une atteinte 
qualitative de la descendance des mâles exposés aux acides biliaires : mortalité périnatale, anomalies 
du poids du corps, diabète néonatal transitoire, atteintes de la fertilité chez les mâles adultes. Ces 
anomalies phénotypiques (périnatales et néonatales) sont transmises à la descendance jusqu’en 2ème 
génération. L’utilisation de souris invalidées pour Tgr5 a permis de démontrer que ces conséquences 
transgénérationnelles sont dépendantes des signalisations Tgr5. 
 Au cours de cette dernière décennie, plusieurs modèles expérimentaux ont été développés afin 
d’améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires à la base de la transmission par le gamète 
mâle. Ces derniers révèlent que, tout comme l’information portée par la séquence du génome 
(mutations), les caractéristiques épigénétiques du spermatozoïde (code histone, méthylation 
génomique, transcrit non codant) peuvent être transmises à travers les générations décrivant un 
nouveau concept d’hérédité (pour revue : Rando, 2012). Dans notre modèle, l’hypofertilité des mâles 
F0 exposés aux acides biliaires est associée à une dérégulation des mécanismes de mise en place de 
l’épigénome des cellules germinales (décondensation, H4ac, Parp1, Dnmt3b) en lien avec un 
déséquilibre de la composition chromatinienne des spermatozoïdes (niveaux H4 et H3K4me2). 
Ces atteintes épi-mutationnelles pourraient-elles constituer le médiateur du phénotype 
transgénérationnel hérité d’une exposition aux acides biliaires ?  
 Pour résoudre cette problématique, nous faisons le choix de mener deux stratégies parallèles et 
complémentaires (Figure 33).  
 1) Rechercher un tableau phénotypique commun aux générations F1 et F2 et en déduire des 
gènes candidats dont la dérégulation pourrait être le « fil rouge » de l’atteinte transgénérationnelle. 
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 2) Identifier le phénomène épigénétique altéré dans le gamète F0 et rechercher la constance de 
cette anomalie dans le gamète F1.  
 
 1. Rechercher un tableau phénotypique commun aux générations F1 et F2 et en 
déduire des gènes candidats dont la dérégulation pourrait être le « fil rouge » de 
l’atteinte transgénérationnelle. 
 Parmi les exemples de la littérature, rares sont ceux qui ont permis d’isoler l’altération 
épigénétique à la base de la transmission d’un trait phénotypique (Wei et al., 2014). 
 La difficulté de la recherche du lien transgénérationnel en réponse aux acides biliaires sera 
d’autant plus grande que nous révélons une atteinte relativement hétérogène de la descendance issue 
des mâles F0 (F1 et F2). Certains individus présentent des anomalies de développement et meurent in 
utero ; d’autres ne survivent que quelques jours après la mise bas ; la moitié d’entre eux atteignent 
l’âge adulte où ils présentent alors des troubles du métabolisme glucidique et des atteintes de la 
fertilité. Bien que complexifiant l’étude, cette variabilité phénotypique demeure cohérente avec 
l’hétérogénéïté de l’atteinte histologique et moléculaire des spermatozoïdes F0 (gradients de 
condensation nucléaire, analyses western-blot de la composition chromatinienne).  
 Plusieurs éléments laissent néanmoins suggérer qu’il puisse exister une altération commune  
héritée de l’exposition aux acides biliaires. 
• Un phénotype homogène est observé entre les individus d’une même génération à une étape 
donnée de leur développement (périnatale/mortalité, 15j/diabète, adulte/hypofertilité). 
• Nous reproduisons les mêmes profils d’atteintes phénotypiques entre les deux générations F1 
puis F2. 
 Parmi les paramètres mesurés dans notre étude, les générations F1 et F2 présentent à 15 jours 
un tableau phénotypique relativement homogène. Une diminution du poids du corps est associée à une 
hyperglycémie. Cette dernière s’accompagne d’une augmentation des transcrits hépatiques codant la 
G6p, enzyme principale de la néoglucogenèse et de la glycogénolyse.  
 Ces observations suggèrent que la dérégulation de l’expression de la G6p puisse être l’une des 
anomalies liée au phénotype transgénérationnel observé. Suivre les paramètres épigénétiques 
responsables du contrôle de son expression pourrait illustrer l’atteinte transgénérationnelle que nous 
mettons en évidence. Pour répondre à cette hypothèse, nous analyserons le statut épigénétique des 
régions régulatrices de la G6p au niveau du foie des individus F1 et F2. Nous procéderons selon 2 
approches : 1- analyse par meDIP (Methylated DNA immunoprecipitation) des niveaux de méthylation 
des régions régulatrices ; 2- étude du contexte histone par ChIP (Chromatin immunorecipitation) en 
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focalisant en premier lieu sur la marque H3K4me2 que nous avons montré affectée au niveau 
spermatique (génération F0). Nous transposerons ces analyses aux spermatozoïdes F0 et F1 afin de lier 
cette anomalie au phénomène d’hérédité transmise par le gamète. 
 Bien que constante et associée à un même phénotype sur 2 générations, il est concevable que 
l’altération du contexte épigénétique de la G6p ne soit pas celle portée par les gamètes F0 et F1. Il est 
en effet envisageable qu’elle ne soit simplement la conséquence de la dérégulation d’autres acteurs qui 
de manière directe ou non en contrôlent l’expression. Ce scénario relevant la complexité de l’étude des 
phénomènes à la base de l’hérédité d’un phénotype transgénérationnel est notamment illustré par les 
travaux de Carone et ses collègues en 2010 (Carone et al., 2010). Les petits issus de mâles nourris par 
un régime carencé en protéine présentent des dérégulations des niveaux de transcrits de plusieurs 
acteurs du métabolisme des lipides au niveau hépatique. Ce profil a pu être associé à une dérégulation 
de l’expression de Pparα consécutive à une hyper-méthylation de ses régions régulatrices dans le foie 
; cette dernière n’a cependant pas été retrouvée au niveau du génome spermatique des souris F0 et 
malgré des approches à grande échelle menées à la fois sur le foie de la descendance et les 
spermatozoïdes F0 les auteurs ne sont pas parvenus à mettre en évidence le « fil rouge » expliquant le 
lien entre l’atteinte paternelle et celle de la descendance. Si nous sommes amenés à constater un tel 
scénario : 
• il nous faudra élargir notre approche gène candidat et faire appel à une analyse globale du 
transcriptome des tissus d’intérêts chez les individus F1 et F2 (pancréas, foie). Les 
conclusions de cette analyse nous permettront d’identifier d’autres gènes dont la dérégulation 
de l’expression pourrait être associée à une altération de leur contexte épigénétique dans le 
gamète. 
• cette approche sera soutenue par l’analyse de la qualité de l’épigénome des gamètes F0 et F1. 
 2. Identifier le phénomène épigénétique altéré dans le gamète F0 et rechercher la 
constance de cette anomalie dans le gamète F1.  
  2.1. Le code histone du gamète  
 Chez la souris, 1 à 4% du génome du spermatozoïde mature demeure associé aux histones 
(Hammoud et al., 2011)(Brykczynska et al., 2010). Après la fécondation, ces dernières seront 
maintenues sur le génome paternel tandis que les protamines seront rapidement remplacées par les 
histones du pronucléus femelle (Ooi and Henikoff, 2007). Ce contexte chromatinien particulier permet 
de réguler le programme transcriptionnel nécessaire au développement précoce de l’embryon. Les 
histones héritées du spermatozoïde orienteront les processus de déméthylation-méthylation du génome 
du zygote et influenceront de cette manière la détermination de l’identité des cellules somatiques 
(Hales et al., 2011)(Erkek et al., 2013)(Ihara et al., 2014). Le contexte chromatinien qui leur est 
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associé pourrait également guider les événements de reprogrammation de l’épigénome des PGCs 
(Mansour et al., 2012)(Nakamura et al., 2012)(Szabó and Pfeifer, 2012). De cette façon le code 
histone du spermatozoïde est un messager transgénérationnel à part entière.  
    a. Quelle est la composition chromatinienne des spermatozoïdes F1 ? 
 Une analyse de microscopie électronique nous a permis de mettre en évidence une anomalie 
de condensation du noyau des spermatides chez les mâles F0 soumis à un régime supplémenté en 
acide cholique. Plusieurs références bibliographiques associent ce phénomène à une altération de la 
transition histone-protamine lors de la spermiogenèse (Ihara et al., 2014; Meyer-Ficca et al., 2011). 
Alors qu’il est concevable que les noyaux les plus diffus soit associés à une apoptose des spermatides 
ou à la perte des capacités fécondantes des spermatozoïdes (Baptissart et al., 2014), des 
décondensations plus fines peuvent être le signe d’une rétention anormale des histones se répercutant 
sur la qualité de l’information génétique transmise à la descendance.  
 Dans ce sens, nous montrons une rétention anormale de l’histone H4 et de la marque 
H3K4me2 dans les spermatozoïdes extraits à partir de la queue de l’épididyme de souris sauvages F0 
soumises à un régime 0,5% CA. Aucune modulation des niveaux d’accumulation de l’histone H3 ou 
de la marque H3K27me3 n’a pu être mis en évidence. Il nous faudra poursuivre notre analyse afin 
d’établir un portrait plus exhaustif de la composition chromatinienne des spermatozoïdes F0.  
• Nous évaluerons par western-blot les niveaux d’accumulation des variants H3.3, TH2B, 
HILS1 ou macroH2A ; ces derniers sont montrés comme anormalement retenus dans les 
spermatozoïdes de modèles murins associés à une décompaction chromatinienne (Ihara et al., 
2014; Meyer-Ficca et al., 2011).  
• De la même manière, nous quantifierons les niveaux des marques H3K4me3, H3K9me2/3 ; 
ces dernières, tout comme H3K4me2, jouent un rôle clef pour la dynamique d’expression des 
gènes du développement précoce de l’embryon (Hammoud et al., 2011)(Ihara et al., 2014).  
• Cette étude sera réalisée en parallèle sur les spermatozoïdes F0 des souris Tgr5-/- dont on sait 
qu’ils ne transmettent pas de phénotype F1 délétère en réponse aux acides biliaires.  
 La combinaison de ses approches nous permettra de sélectionner les marqueurs épigénétiques 
pertinents pouvant être à l’origine d’une altération du message héréditaire entre les spermatozoïdes F0 
et les individus F1.  
   b. Contexte chromatinien : du F0 au F1  
 Plusieurs études montrent qu’une même atteinte chromatinienne peut être transmise à la 
descendance (Seong et al., 2011)(Greer et al., 2014). L’invalidation de Srp-5, gène orthologue de la 
déméthylase Lsd-1 (H3K4me1/2 déméthylase) chez C. elegans, se traduit par une accumulation 
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anormale des niveaux de la marque H3K4me2 (Greer et al., 2011). Celle-ci est maintenue sur 20 à 30 
générations alors que dans le même temps la mutation s’est dissipée. Il est par ailleurs intéressant de 
noter qu’un phénotype de stérilité progressive est relevé chez les générations de vers issus des souches 
F0 mutantes (Srp5-/-). Cette expérience démontre qu’il existe une « mémoire » de la composition 
chromatinienne au travers les générations. Ces conclusions sont encourageantes pour imaginer 
conserver l’atteinte H3K4me2 dans les spermatozoïdes F1.  
• Nous répondrons à l’hypothèse de l’implication transgénérationnelle de cette marque par 
l’analyse western-blot des niveaux d’H3K4me2 sur les gamètes F1 dont nous disposons. 
• Il nous faudra parallèlement établir le profil chromatinien global des spermatozoïdes F1 tel 
que nous l’aurons fait pour les spermatozoïdes F0.  
   c. Quels sont les gènes concernés ? 
 Après avoir sélectionner le marqueur chromatinien commun aux deux générations de gamètes, 
nous suivrons sa localisation sur les génomes des spermatozoïdes F0 et F1 grâce à une approche de 
CHIP-seq. 
• Nous sélectionnerons les régions géniques différentielles entre les spermatozoïdes issus des 
animaux témoins ou traitées par un régime 0,5% CA. Ceci nous permettra de définir des gènes 
candidats dont la dérégulation du contexte chromatinien pourrait être à l’origine du phénotype 
transgénérationnel.  
• Leur niveau d’expression ainsi que le contexte histone de leurs séquences régulatrices seront 
suivis dans les organes d’intérêt des souris F1 et F2 (foie et/ou pancréas). 
  2.2. Le code histone : retour aux origines F0 
 Nos données montrent à ce jour deux acteurs chromatiniens accumulés anormalement dans les 
spermatozoïdes F0. La rétention de l’histone H4 peut être attribuée à une anomalie de la transition 
histone-protamine durant la spermiogenèse. Or plusieurs acteurs de cette transition se trouvent 
dérégulés dans le testicule des animaux F0 en réponse aux acides biliaires. C’est le cas de la perte 
d’intégrité des ES, de l’hyperacéthylation de l’histone H4 (H4-ac), ou encore du statut de Parp1. La 
présence aberrante de l’histone H3K4me2 dans le gamète F0 pourrait, quant à elle, être la résultante 
d’une dérégulation d’acteurs spécifiques de la mise en place de la marque. Identifier les phénomènes à 
l’origine de ces altérations permettrait de définir les modes d’action par lesquels les acides biliaires et 
Tgr5 sont capables d’impacter les générations futures. 
   a. La rétention d’histones : de l’ES apicale à un défaut de spermiogenèse.  
Le stade de spermatide se caractérise par des transformations morphologiques majeures de la 
cellule germinale indispensables à la formation d’un spermazoïde fonctionnel et de qualité. Les 
cellules germinales s’orientent la tête enchâssée dans les cryptes sertoliennes. La morphologie du 
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noyau change et s’allonge, les vésicules golgiennes fusionnent pour former l’acrosome et la 
chromatine se condense. Les données bibliographiques montrent clairement que l’ensemble de ces 
phénomènes sont interdépendants et que la formation des ES apicales est requise pour le bon 
déroulement de ces étapes. La formation du TBC, structure dérivée des ES apicales, est nécessaire à la 
formation de l’acrosome (Tanii et al., 1999) ; acrosome qui lui même est essentiel à la condensation de 
la chromatine. D’autre part, la morphogenèse des structures cytosquelettiques intervenant dans 
l’aplatissement du noyau (manchette, anneau périnucléaire) sont dépendantes de la présence des ES 
apicales et en interaction étroite avec le processus de compaction de l’ADN (Kierszenbaum et al., 
2002). La protéine Ran GTPase en est l’une des illustrations : ancrée dans le cytosquelette 
périnucléaire (manchette), elle permet le transport et l’échange des histones au profit des protamines 
(Kierszenbaum et al., 2002). Par ailleurs, un modèle de perturbation des ES apicales basé sur 
l’invalidation de la β-Caténine germinale, montre une décondensation des spermatides associée à une 
dérégulation de l’expression des gènes codants Arpc5 et Dtl (Chang et al., 2011). Au stade de 
spermatide, Arpc5 conduit les ARNm à la machinerie traductionnelle ; il serait dans ce sens clef pour 
la production des nouveaux constituants de la chromatine (protéines de transition, protamine) (Chang 
et al., 2012). Dtl est quant à lui un membre de la famille des E3 ligase essentiel pour prévenir la 
compaction précoce de l’ADN (Higa et al., 2006). 
Dans notre modèle d’exposition aux acides biliaires, la perte des jonctions intercellulaires est 
associée à une décondensation nucléaire des spermatides. En lien avec les données bibliographiques, il 
serait intéressant de répondre à la question suivante : Existe t-il une corrélation stricte entre la perte 
des ES et le phénomène de décompaction chromatinienne ? Nous savons que le phénotype de 
déstructuration des jonctions intercellulaires est restauré chez les souris Tgr5-/-. Si l’hypothèse d’une 
interrelation entre ces deux événements existe, la décondensation des spermatides devrait, elle aussi, 
être reversée chez les individus de génotype Tgr5-/-.  
• Une nouvelle cohorte d’animaux sauvages et Tgr5-/- est actuellement en cours de traitement 
par un régime témoin ou 0.5% CA. Elle sera consacrée à une approche de microscopie 
électronique à partir de laquelle nous comparerons, pour chacun des génotypes, les 
événements de décondensation des spermatides en réponse aux acides biliaires. 
• L’intégrité des ES et les structures caractéristiques de la tête des spermatides sont visualisables 
par microscopie électronique. Nous rechercherons l’existence d’une corrélation entre la qualité 
de ces structures et les événements de décondensation. 
• En cohérence avec la littérature, nous vérifierons le statut d’expression (qPCR) ainsi que la 
localisation (immunohistochimie) des acteurs Arpc5, Dtl ou Ran GTPase dans le testicule de 
souris sauvages ou Tgr5-/-, exposées ou non aux acides biliaires.  
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   b. La rétention d’histones et le signal H4-ac.  
 L’hyper-acétylation de l’histone H4 constitue l’un des signaux initiateurs de la transition 
histones-protamines. Elle favorise la dissociation des nucléosomes à l’ADN et constitue un signal 
moléculaire reconnu par les protéines BrdT ; ces dernières joueront le rôle de plateforme de 
recrutement du complexe de remodelage chromatinien Swi/Snf. Plusieurs travaux soulignent 
l’importance de ces acteurs dans le processus de spermiogenèse et le maintien de la fertilité (Shang et 
al., 2007)(Berkovits and Wolgemuth, 2011)(Winston and Allis, 1999)(Pivot-Pajot et al., 2003). Chez 
l’homme ou la souris, le déséquilibre des niveaux d’acétylation est associé à des défauts de 
différenciation de la lignée germinale conduisant à la stérilité (Sonnack et al., 2002)(Fenic et al., 
2004).  
 Nous observons une diminution des niveaux d’H4-ac sur des extraits protéiques de testicule 
total de souris F0 nourries par un régime acides biliaires. Celle-ci apparaît cohérente avec la rétention 
de l’histone H4 mesurée dans les spermatozoïdes des mâles correspondants. Ces données suggèrent 
qu’une défaillance du signal d’hyper-acétylation pourrait être responsable d’une altération de 
l’épigénome du gamète. Ces résultats devront être complétés sur plusieurs aspects. 
• Tout comme pour les autres paramètres, l’utilisation de souris Tgr5-/- nous permettra 
d’associer ou non le phénomène H4ac à l’impact transgénérationnel.  
• Nous comparerons chez les souris sauvages exposées ou non aux acides biliaires, la capacité 
de recrutement des complexes BrdT/Swi-Snf sur une région témoin de la chromatine 
(méthodologie par immuno-précipitation). 
• Le niveau d’acétylation est la résultante de l’activité de deux familles d’enzymes antagonistes: 
les histone-acétyltransférases (HAT) et les histone-désacétylases (HDAC). Une analyse 
transcriptomique relève une augmentation non significative de l’expression de plusieurs 
membres de la famille des histones acétyltransférases (Kat2a, Kat6a, Kat8) dans des extraits 
de testicule d’animaux nourris par un régime 0,5% CA. Il sera intéressant de valider cette 
tendance par des approches complémentaires de qPCR. Nous compléterons cette analyse par 
la quantification de l’accumulation protéique de ces mêmes acteurs par western-blot. 
   c. La rétention d’histones : l’hypothèse Parp1. 
La dissociation des histones à l’ADN est facilitée par l’ajout de polymères d’ADP ribose par 
les enzymes Parp1 et Parp2. Lors de la spermiogenèse, la cinétique d’action des Parps est finement 
régulée afin d’assurer une relaxation transitoire de la chromatine. Cet équilibre est assuré par deux 
événements : 1) les Parp1-2 sont leurs propres cibles et l’ajout de groupement PAR à leur structure 
répriment leur action en limitant leur liaison à l’ADN ; 2) sous l’action de l’enzyme Parg les résidus 
PAR sont rapidement dégradés : l’action des Parp sera alors restaurée. Elles pourront de cette façon 
intervenir sur un nouveau site chromatinien. Le maintien de cette cinétique d’action est nécessaire à la 
production de spermatozoïdes matures et fonctionnels capables de générer une descendance saine. 
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Chez la souris, l’inhibition pharmacologique de Parp1-2, ou l’invalidation des gènes codant Parp1 ou 
Parg, entraine une rétention anormale des nucléosomes, une décondensation du noyau des 
spermatozoïdes ainsi qu’une hypofertilité (Meyer-Ficca et al., 2009, 2011). Celle-ci est associée à des 
dérégulations du programme transcriptionnel du zygote (Ihara et al., 2014).  
 Une approche western-blot sur testicule total nous a permis de mettre en évidence un défaut de 
clivage de Parp1 chez les souris sauvages soumises à un régime acides biliaires. Le clivage de Parp1 
est l’un des processus permettant son inactivation (Amé et al., 2004). Il est donc suggéré, qu’en 
réponse aux acides biliaires, l’activité de Parp1 soit anormalement maintenue et que son action à la 
chromatine soit de cette façon limitée. Ce modèle pourrait contribuer au défaut de structure 
chromatinienne des spermatozoïdes F0 et au phénotype F1 qui en résulte. Pour en valider 
l’implication, il serait nécessaire de réaliser des expériences complémentaires. 
• Nous mesurerons par immuno-précipitation les niveaux de PARylation de Parp1 elle-même, 
ainsi que ceux de deux de ces cibles chromatiniennes (H1t et Hils1) dans des extraits de 
testicule d’animaux soumis ou non au régime 0,5% CA. 
• Nous vérifierons en parallèle le statut des autres acteurs de l’homéostasie des PARs : les 
niveaux d’accumulation protéique de Parg et de Parp2 seront mesurés par western-blot sur 
testicule total.   
• L’analyse de ces mêmes paramètres sur les souris Tgr5-/- permettra de trancher définitivement 
sur leur intervention dans le phénotype F1.  
   d. Augmentation des niveaux d’H3K4me2 : qui sont les responsables ? 
 Aucune modulation significative de l’accumulation de H3 n’a été mise en évidence dans les 
spermatozoïdes F0 des mâles exposés aux acides biliaires. Pour autant, nous observons une 
augmentation des niveaux de la marque H3K4me2. Ces observations montrent qu’au delà de l’aspect 
quantitatif d’une rétention d’histone, il existe une altération du « code » porté par ces dernières. Quels 
acteurs pourraient en être responsables ?  
• Nous analyserons à partir des extraits testiculaires de souris témoins ou 0,5% CA, sauvages ou 
Tgr5-/-, les niveaux d’expression des membres du complexe histone-méthyl-transférase 
Mll (Wdr5, Bbp5, Ashl2l) ainsi que ceux des déméthylases d’histone Kdm1a (Lsd1), Kdm1b 
ou Kdm5a. 
 Plusieurs arguments suggèrent que, dans notre modèle, les acteurs de 
« l’homéostasie H3K4me2 » ne soient pas régulés uniquement sur le plan transcriptionnel. Parp1 est 
par exemple reconnu comme régulant l’activité de plusieurs membres de la famille des Kdm. Chez la 
souris, l’absence de Parg se traduit par une hyper-PARylation de Kdm4d ; celle-ci se retrouve 
incapable de retirer les groupements méthyls H3K9 (Krishnakumar and Kraus, 2010). Il est dans ce 
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cadre envisageable qu’en réponse aux acides biliaires un tel événement ait lieu envers Lsd1 ou 
Kdm5a.  
• Pour répondre à cette hypothèse, nous vérifierons par co-immunoprécipitation les niveaux de 
PARylation de Lsd1 ou Kdm5a dans le testicule de souris témoins et 0,5% CA, sauvages ou 
Tgr5-/-. 
 20% des gènes modulés dans le testicule des souris sauvages 0,5% CA sont des ARNs non-
codants de type long non coding RNA. Ces transcrits sont capables du guider l’action des complexes 
de modification d’histone en permettant leur recrutement à certaines régions du génome (Keller and 
Bühler, 2013). Il serait donc envisageable que ces acteurs soient à l’origine de l’augmentation des 
niveaux d’accumulation testiculaires de la marque H3K4me2 en réponse aux acides biliaires. Ces 
derniers pourraient titrer l’action des histones déméthylases ou favoriser l’activité des histones 
méthyltransferases sur des séquences cibles anormalement concernées.  
• Pour répondre à cette hypothèse, il est proposé de réaliser une immuno-précipitation des 
complexes Mll et Lsd1 et de procéder à la quantification voire au séquençage des transcrits qui 
leurs sont liés.  
  2.3. Méthylation du génome : les gamètes 
 Les génomes des spermatozoïdes et des ovocytes sont hautement méthylés. Suite à la 
fécondation, le développement embryonnaire est marqué par une reprogrammation globale des 
génomes parentaux. Durant cette phase, l’ADN spermatique est activement déméthylé à l’exception 
des gènes soumis à empreinte. Le génome des cellules épiblastiques acquiert alors progressivement 
des profils épigénétiques de différentes natures en lien avec la définition des lignages cellulaires. Une 
fois déterminées, les cellules germinales primordiales, ou PGCs, subiront une deuxième vague de 
déméthylation nécessaire au rétablissement de leur caractère totipotent et à l’acquisition d’un nouveau 
profil épigénétique particulier à la lignée germinale. La quasi totalité des méthylations du génome 
acquises durant les premières phases de développement, ainsi que celles héritées des génomes 
parentaux, est retirée. Cette reprogrammation permet entre autre de limiter la transmission 
d’épimutations par les gamètes (Hajkova et al., 2002). Néanmoins, plusieurs exemples récents 
suggèrent que certaines régions du génome paternel sont capables d’échapper d’une part au processus 
d’effacement de la lignée somatique, et d’autre part à la reprogrammation des PGCs (Wei et al., 2014). 
Elles sont de ce fait responsables de l’héritage transgénérationnel du gamète. 
   a. Quel est le statut de méthylation du génome des spermatozoïdes ? 
 L’analyse de données issues d’une approche transcriptomique sur testicule total de mâles 
sauvages F0, montre que 22 des 130 gènes soumis à empreinte parentale ont tendance à voir leur 
expression modulée par les acides biliaires (Fold Change : 1,4 ; P value : 0,05) (Schulz et al., 2008). 
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Avec des critères d’analyse plus restreints, seul l’accumulation du transcrit Kcnq1ot1 est diminuée 
significativement (Fold Change : 1,5 ; P value : 0,01). De manière intéressante, ce profil est restauré 
chez les souris Tgr5-/-. 
 L’expression du transcrit Kncq1ot1 est sous la dépendance du statut de méthylation de la 
région du contrôle de l’empreinte parentale Kv-DMR1. Dans la lignée germinale mâle, celle-ci est 
déméthylée ce qui permet le recrutement de la machinerie transcriptionnelle nécessaire à la génération 
du transcrit Kcnq1ot1. Ce dernier permettra à son tour la répression transcriptionnelle de 8 à 10 gènes 
exprimés uniquement à partir de l’allèle maternel. Certains verront leur expression spécifiquement 
réprimée dans le placenta (Osbpl5, Tssc4 et Ascl2), d’autres le seront dans l’intégralité des tissus du 
zygote  (Kcnq1, Cdkn1c, Phlda2 et Slc22a18). Chez la souris mâle, l’invalidation du KvDMR1 
entraîne la dé-répression de 6 des 10 gènes soumis à empreinte paternelle parmi lesquels Cdkn1c 
(Cyclin-dependent kinase inhibitor 1). Transmises à la descendance, ces anomalies liées au défaut 
d’expression de Kcnq1ot1 dans la lignée germinale mâle, se traduisent par une diminution de près de 
25% du poids du corps des embryons comparée à celui de la descendance des mâles sauvages. Ce 
phénotype sera conservé jusqu’à l’âge adulte (Fitzpatrick et al., 2002). 
 Ces données bibliographiques font de Kcnq1ot1 un candidat particulièrement intéressant aux 
vues des phénotypes F1 et F2 que nous décrivons en réponse aux acides biliaires. Aussi pourrions-
nous imaginer que des niveaux de méthylation anormalement élevés de KvDMR1 puissent contribuer 
au phénotype transgénérationnel ? 
•  Nous validerons, par des approches complémentaires de qPCR, la tendance à la diminution 
des niveaux d’expression testiculaires de Kcnq1ot1 chez les mâles exposés au régime 0,5% 
CA.  
• Une expérience préliminaire de COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis) ne montre 
aucune modulation des niveaux de méthylation du KvDMR1 dans les spermatozoïdes des 
souris F0 sauvages 0,5% CA. Cette approche devra être complétée par des méthodes d’analyse 
plus résolutives (meDIP-séq). Elles seront transposées aux spermatozoïdes F1 ainsi qu’aux 
tissus d’intérêts de souris F1 et F2. 
 Nous élargirons notre étude à l’analyse des niveaux de méthylation de l’ensemble du génome 
des gamètes F0 et F1. 
• Une approche meDIP-seq ou RRBS (Restrictive representation bisulfite sequencing) nous 
permettra d’isoler les territoires génomiques dont les profils de méthylation sont modifiés par 
le traitement aux acides biliaires.  
• Les niveaux de méthylation et d’expression de ces candidats seront suivis dans les tissus 
d’intérêts des individus F1 et F2 (foie / pancréas). 
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  2.3. Méthylation du génome : retour aux origines F0. 
 Au cours de la gamétogenèse, les Dnmts sont responsables de l’acquisition et du maintien du 
profil de méthylation génomique qui sera transmis à la descendance. Nous avons pu mettre en 
évidence, par une approche qPCR, une augmentation significative des niveaux de Dnmt3b dans les 
extraits de testicule de souris sauvages exposées aux acides biliaires. Celle-ci pourrait être responsable 
de la mise en place d’une empreinte inadaptée de méthylation.  
• L’étude du statut d’expression de Dnmt3b chez les souris Tgr5-/- permettra de conclure à son 
implication dans le phénotype F1.  
 Plusieurs acteurs de la régulation transcriptionnelle de Dnmt3b pourraient être à l’origine de la 
dérégulation de son expression. En réponse à une exposition néonatale à un perturbateur 
environnemental (estradiol benzoate), l’augmentation des niveaux d’expression testiculaires de miR29 
conduit à une diminution des niveaux de transcrits Dnmt3b associée à une hypo-méthylation de 
certaines régions génomiques (Meunier et al., 2012). Dans un scénario qui serait inversé, il sera 
intéressant d’étudier le statut d’expression de miR29 à la suite d’une exposition aux acides biliaires.  
Outre leur régulation transcriptionnelle, l’action des Dnmt est dépendante de plusieurs acteurs 
eux-mêmes liés à des événements épigénétiques. La présence de résidus H3K4 méthylés limitent la 
fixation des protéines du complexe de méthylation de novo à l’ADN (Ooi et al., 2007)(Zhang et al., 
2010). Nous avons mis en évidence une rétention anormale de la marque H3K4me2 dans le testicule et 
les spermatozoïdes des souris F0 soumises à un régime supplémenté en acides biliaires. Aussi 
pourrions-nous nous attendre à une hypométhylation des régions génomiques associées de manière 
aberrante à H3K4me2. Il sera dans ce sens intéressant de comparer les profils chromatiniens (CHIP-
séq) et le statut de méthylation de l’ADN (meDIP-séq) des spermatozoïdes F0 et F1. 
 Plusieurs études démontrent l’implication de Parp1 dans l’établissement et le maintien de 
l’intégrité de la méthylation du génome. La protéine Ctcf possède une fonction dite insulatrice : elle 
participe à la régulation de l’expression des gènes contrôlés par l’empreinte parentale. Fixées aux 
DMRs non méthylés, elle autorise ou restreint l’action des séquences de types enhancers et permet 
l’expression différentielle des gènes selon leur origine parentale. L’action de Ctcf est entre autre 
déterminée par son statut de PARylation (Jeong and Pfeifer, 2004, Klenova and Ohlsson, 2005 and Yu 
et al., 2004). Par ailleurs, l’augmentation de l’activité de Parp-1 est associée à la répression des 
fonctions de Dnmt1 ce qui conduit à une hypo-méthylation globale du génome (Caiafa et al., 2009).  
• Nous analyserons le statut de PARylation de Dnmt1 et Ctcf en réponse aux acides biliaires. 
Pour ce une expérience de co-immunoprécipitation (résidus PAR – Dnmt1/Ctcf) sera menée à 
partir des extraits de testicules de souris sauvages ou Tgr5-/-, exposés ou non aux acides 
biliaires. 
Discussion et perspectives, Article II 
99 
 
 
Au final, la recherche du lien transgénérationnel hérité de la dérégulation du métabolisme des 
acides biliaires pourraient contribuer à améliorer la compréhension du concept d’hérédité épigénétique 
paternelle.
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Abstract. Bile acids play major role on 
physiology as key actors of the enterohepatic 
cycle. They also have been defined as signalling 
molecules through specific receptors such as the 
nuclear receptor Farnesol-X-Receptor alpha 
(FXRD) and the G-coupled protein receptor 
TGR5. Recently bile acid exposure has been 
demonstrated to impact adult testicular 
physiology and then fertility. In addition, the use 
of FXRD synthetic agonist represses testicular 
steroidogenesis. In order to define the cross-talk 
between BA-FXRD pathway and testicular 
steroidogenesis, we exposed male mice during 
sexual maturation, a time when sexual steroids 
play major role in physiology. Here we 
demonstrate that BA exposure during pubertal 
age led to germ cell apoptosis and delayed germ 
cell differentiation correlated with altered male 
fertility as 60% of the exposed males became 
infertile. In addition, we identified Dax-1, a 
known repressor of steroidogenesis as a direct 
target gene of FXRD. Our data identify BA-
FXRD signaling pathways as critical actors of 
testicular physiology during sexual maturation 
via the regulation of Shp and Dax-1 expression. 
 Combined, these data supported the 
pathophysiological role of BA signaling 
pathways on testicular physiology at different 
timing during male life. 
 
 
Introduction 
The two main functions of the testis are the 
production of male gametes and the secretion of 
testosterone. Spermatogenesis takes place within 
seminiferous tubules in association with Sertoli 
cells, which provide structural and nutritional 
support for developing germ cells. Coordinated 
regulation of mitosis, meiosis and apoptosis 
underpins normal spermatogenesis. In addition,  
testosterone synthesized by Leydig cells is 
responsible for testis development, attainment of 
puberty with the establishment and maintenance 
of spermatogenesis, maturation of secondary 
sexual characteristics and then fertility (1).  
We showed that adult mice fed a diet 
supplemented with cholic acid (CA) have altered 
fertility subsequent to testicular defects and 
lower sperm count (2). These effects are 
mediated at testicular level by the bile acid (BA) 
receptor TGR5 (G-protein coupled bile acid 
receptor-1, GPBAR1). Even if CA-diet exposure 
leads to low plasma testosterone levels, we have 
demonstrated that testicular deleterious effects of 
BA are not due to such decrease in adult mice. 
Conversely, the study of a cholestasis model 
suggests that altered puberty could result from 
decreased testicular testosterone levels (4). 
Interestingly, the orphan nuclear receptor Small 
Heterodimer Partner (SHP, NR0B2), controls 
testicular androgen synthesis from puberty to 
adult age. It has to be noticed that Shp is a known 
target gene of the BA receptor FXRD Farnesol-
X-Receptor-D NR1H4. In vivo, the use of a 
FXRD synthetic agonist, GW4064, validates the 
efficiency of the FXRD-SHP-testosterone 
pathway in adult testis (5). Moreover, in vitro 
data suggests a role of FXRD independently of 
SHP in the control of the Cytochrome-19a1 gene 
which is responsible for aromatization of 
testosterone into estradiol (6). Combined, these 
data suggest potential interaction between BA 
signaling pathways and steroid metabolism 
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during sexual maturation. To define the potential 
impact of BA signaling in testis, we exposed 
male mice since weaning to dietary BA. We 
show that mice fed a diet supplemented with 
cholic acid (CA-diet) have lower weight gain and 
altered fertility compare to control group. At 
testicular level, CA-exposed males show germ 
cell apoptotic waves associated with delayed 
germ cell differentiation. These effects were the 
consequence of lower testosterone synthesis 
since 5 days after BA-exposure. FXRD repressed 
the expression of steroidogenic genes in response 
to BA-diet. As expected, BA-FXRD pathway 
induced the expression of testicular Shp. 
However, Shp invalidation was not sufficient to 
abolish the impact of BA on germ cell survival. 
Hence, we pinpoint that the orphan nuclear 
receptor Dax-1 (dosage-sensitive sex reversal, 
adrenal hypoplasia critical region, on 
chromosome X, gene 1, Nr0b1), a known 
repressor of steroidogenesis and the “twin” 
nuclear receptor of SHP (7), is a direct 
transcriptional target of FXRD. Altogether our 
data clearly identify BA-FXRD signaling 
pathways as critical actors of testicular 
physiology during sexual maturation via the 
regulation of Shp and Dax-1 expression. 
 
Results 
Dietary BA supplementation alters male 
fertility. To identify potential links between 
pubertal BA exposure and defects of male 
fertility, mice were fed a normal control diet 
supplemented with 0.5% of cholic acid (CA). 
Mice exposed to CA-diet present lower weight 
gain throughout experiment with significant 
difference starting 5 days after the beginning of 
the treatment (Fig. 1A). Food intake was not 
altered (Fig. 1B). 
 
 
 
Figure-1. Pubertal exposure to BA alters male fertility. (A) Body weight gain of males exposed to control or 
CA diets. (B) Mean of daily food intake in control or CA fed groups. (C) Body length of males after 5 or 44 days 
of either control or CA diet. (D) Liver, testis and seminal weights normalized to body weight in C57Bl/6J mice 
fed 5 or 44 days of exposure. (E) Each male was bred with 2 C57Bl/6J females to analyze their reproductive 
capacity with the relative percentage of vaginal plugs (VP) obtained per male; efficiency rate for obtained VP; 
percentage of infertile males; number of pups per litter; total number of pups obtained per group. (E) Sperm 
count in the epididymis head and tail of control or CA fed groups. In all of the panels data are expressed as the 
means ± SEM. Statistical analysis:*, p<0.05 vs. control diet group. 
 CA-exposed males also showed reduced body 
length (Fig. 1C). This difference remained 
significant after 44-days of exposure to CA-diet 
(Fig. 1C). Liver injury was validated with the 
increased of liver weight since 14 days of diet 
(Fig. 1D) as well as modification of mRNA 
accumulation of genes involved in detoxification 
such as Cyp3a25 and Sult2a1 (Suppl.1A).  
CA-diet exposure affect male libido, as measured 
by the number of vaginal plugs obtained per male 
(Fig. 1E). Validated plugs gave the same rate of 
pregnancy (Fig. 1E). CA-diet led to altered 
fertility with 60% of the exposed males unable to 
give progeny (Fig. 1E). In males giving 
progenies, CA-diet also decreased (20%) the 
number of pups per litter (Fig. 1E). The 
combination of the increase of sterile males and 
decrease of pups per litter resulted in a 60% 
decrease of the number of pups generated by CA-
exposed males compare to control-diet group 
(Fig. 1E). This decreased fertility was associated 
with a lower production of spermatozoa as 
revealed by the counting of sperm number in the 
epididymis head and tail (Fig. 1F). 
 
Pubertal BA-exposure alters germ cell survival. 
Histological analyses of testis showed that BA-
exposed mice had a decrease in the number of 
seminiferous tubules with elongated spermatid 
cells at 14 and 44-days after CA-diet exposure 
(Fig. 2A & 2B). This was associated with a lower 
expression of Prm2, a specific gene of post-
meiotic cells (Fig. 2C). This delay in germ cell 
differentiation was correlated with an early 
apoptotic wave of germ cells after 5-days of CA-
diet (Fig. 2D & 2E); which is observed for 
spermatogonia and spermatocytes.  
 
 
Figure-2. Pubertal BA-exposure alters germ cell survival. (A) Representative micrographs of 
hematoxylin/eosin-stained testes of mice fed CA-diet for 14 days. The arrow-head indicates tubules with 
elongated spermatids; arrows indicate tubes without elongated spermatids. The original magnification was x200. 
(B) Quantification of the number of tubules with elongated spermatids per 100 seminiferous tubules after 14 and 
44 days of control or CA-diet (n=10-20 per group). (C) Testicular mRNA expression of Prm2 normalized to b-
actin levels in whole testis of C57Bl/6J mice fed control or CA diets for 14 or 44 days (n=10 to 15 per group). 
(D) Apoptosis in mice exposed to control or CA diets (n=10-20 per group) analyzed by TUNEL staining. 
Representative micrographs of testis exposed to control or CA diets for 5 days. The arrows indicate apoptotic 
spermatocytes. The original magnification was x200. (E) Quantification of TUNEL analyses after 5, 14 or 44 
days of diet exposure. The number of TUNEL-positive is indicated as the number of positive cells per 100 
seminiferous tubules (n=10-20). Control diet treated mice were arbitrarily fixed at 100%. In all of the panels data 
are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis:*, p<0.05 vs. control diet group. 
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This apoptotic wave was transient as at 26-days 
after the beginning of the treatment no more 
difference was observed between CA-diet and 
control-diet groups (Fig. 2E & data not shown). 
  
BA-diet induces germ cell death via alteration 
of testosterone metabolism. Germ cell death has 
previously been associated with androgen 
withdrawal (8). In contrast to adult CA-exposure 
(2), the juvenile exposure did not led to altered 
plasma testosterone levels (data not shown). 
Interestingly, CA-exposed males showed a 
transient decrease of intra-testicular levels of 
testosterone (Fig. 3A). This was associated with 
a decrease of luteinizing hormone / 
choriogonadotropin receptor (Lhcgr) and the 
Steroidogenic Acute Regulatory protein (Star) 
mRNA accumulations in testis of CA-exposed 
mice compare to control group (Fig. 3B). The 
involvement of testosterone decrease in germ cell 
death was sustained by the fact that 
supplementation with testosterone counteracted 
the effect of BA-diet on germ cell apoptosis (Fig. 
3C). In order to decipher if testosterone impacted 
per se germ cell physiology or if it could act via 
its aromatization into estradiol, we studied the 
estrogenic signaling pathways, which are known 
regulators of steroidogenesis in Leydig cells (9), 
(10). Intra-testicular levels of estradiol were not 
affected by CA-diet after 5-days of exposure 
(Fig. 3D), a time where germ cell apoptosis was 
seen. We next analyzed the expression of the two 
estrogen receptors described in Leydig cells, the 
G protein receptor Gpr30 and the nuclear
 
 
Figure-3. Pubertal BA exposure regulates testicular androgen metabolism. (A) Relative intra-testicular 
testosterone levels in C57Bl/6J mice fed control or CA diet for 5 or 44 days (n=6-20 per group). (B) Testicular 
mRNA expression of Lhcgr and Star normalized to b-actin levels in whole testis of C57Bl/6J mice fed control or 
CA diets for 5 days (n=10 to 15 per group). (C) Quantification of TUNEL analyses after testosterone or vehicle 
treatment in males fed control or CA diets for 5 days. The number of TUNEL-positive spermatocytes is indicated 
as the number of positive cells per 100 seminiferous tubules (n=10-20). (D) Relative intra-testicular extradiol 
levels in C57Bl/6J mice fed 5 days a control or CA diets (n=6-20 per group). ). (E) Testicular mRNA expression 
of Era and Gpr30 normalized to b-actin levels in whole testis of C57Bl/6J mice fed control or CA diets for 5 
days (n=10 to 15 per group). (F) Quantification of TUNEL analyses after vehicle, G15 or ICI treatment in male 
fed 5 days with control or CA diets. The number of TUNEL-positive spermatocytes is indicated as the number of 
positive cells per 100 seminiferous tubules (n=10-20). In all panels control diet treated mice were arbitrarily 
fixed at 100% and data are expressed as means ± SEM. Statistical analysis:*, p<0.05 vs. control diet group. 
 
 
receptor estrogen receptor alpha (Era). If the 
expression of Gpr30 was not altered, the CA-
exposed males showed a lower level of Era 
compared to control group (Fig. 3E). This impact 
 on Era expression was supported by the altered 
expression of testicular ERa target genes such as 
Renin-1 (Suppl. 1B). These results suggest that 
estrogenic pathway must be increased in the 
context of CA-diet. In order to discriminate its 
involvement in CA-induced germ cell apoptosis, 
we used specific antagonists of GPR30 or ERa, 
respectively G15 (11) and ICI 182, 780 (12). 
None of these antagonists was able to counteract 
the effect of CA on germ cell death (Fig. 3F).   
 
BA-diet alters germ cell survival in part via a 
SHP-independent manner. As SHP has been 
demonstrated as the molecular link between 
FXRa signaling and steroidogenesis (5), we 
studied its role in the testicular phenotype during 
juvenile cholestasis. Surprisingly, Shp-/- males 
exposed to BA-diet showed altered fertility (data 
not shown). In addition, as in wild-type, a lower 
testosterone level (Fig. 4A) was associated with 
an increased germ cell apoptosis in Shp-/- males 
(Fig. 4B).  This suggests that during puberty, 
BAs can repress testicular steroidogenesis in a 
SHP-independent manner. 
 
BAs alter testis physiology through FXRa in 
pubertal mice. In order to determine which BA-
receptor is involved, experiments were 
performed using FXRa synthetic agonist, 
GW4064, or exposure of Tgr5-/- mice to CA-diet. 
Our data clearly demonstrate that TGR5 was not 
involved in the phenotype as Tgr5-/- mice showed 
higher apoptotic germ cell (Suppl. 1C) in 
response to CA-diet, i.e. the same phenotype than 
the one previously observed.  
 
 
Figure-4. FXRa signaling pathway is functional in vivo in pubertal male. (A) Relative intra-testicular 
testosterone levels in Shp-/- mice fed control or CA diet for 5 days (n=5-6 per group). (B) Quantification of the 
TUNEL analyses in Shp-/- male fed 5 days with control or CA diets. The number of TUNEL-positive 
spermatocytes is indicated as the number of positive cells per 100 seminiferous tubules (n=5-6). (C) Relative 
intra-testicular testosterone levels in C57Bl/6J mice treated 5 days with vehicle, GW4064 or CDCA (n=5-6 per 
group). (D) Quantification of TUNEL analyses in male mice treated with vehicle, GW4064 or CDCA for 5 days. 
The number of TUNEL-positive spermatocytes is indicated as the number of positive cells per 100 seminiferous 
tubules (n=5-6). (E) Testicular mRNA expression of Nr0b2, Nr5a1, Nr5a1 and Nr0b1 normalized to b-actin 
levels in whole testis of C57Bl/6J mice fed control or CA diets for 5 days (n=5 to 6 per group). In all panels 
control diet or vehicle treated mice were arbitrarily fixed at 100% and data are expressed as the means ± SEM. 
Statistical analysis:*, p<0.05 vs. control diet group. 
 
 
In contrast, the treatment with GW4064 during 5 
days repressed testosterone synthesis (Fig. 4C) 
and led to an increase of germ cell apoptosis 
(Fig. 4D). A similar profile was observed with 
chenodeoxycholic acid (CDCA) a natural ligand 
of FXRa  (Fig. 4D). 
At the molecular level, wild-type males fed CA-
diet showed a lower level of Lrh-1 mRNA, a 
known inducer of steroidogenic gene (Fig. 4E). 
Consistent with previous study, these effects of  
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CA-diet were associated with an increase of Shp 
mRNA levels (Fig. 4E). As Shp deficiency was 
not sufficient to reverse the impact of BA 
exposure on testosterone synthesis (Fig. 4A), we 
wondered whether other repressor of 
steroidogenesis could be involved. We focused 
on DAX-1 which is closely related to SHP. 
Interestingly, 5-days of CA exposure resulted in a 
higher testicular mRNA accumulation of Dax-1 
(Fig. 4E). 
 
Dax-1 mediates part of the negative effect of 
BA signaling pathway on testicular 
steroidogenesis. In order to validate if Dax-1 is a 
bona fide target gene of FXRa, we used 
GW4064 the well described synthetic agonist of 
FXRa. Consistently with previous report (5), our 
data confirmed that Shp mRNA accumulation 
was increased by GW4064 after 12 hours but not 
at 24 hours (Suppl. 1D). It resulted in an 
increased of testicular mRNA accumulation of 
Dax-1 since 24 hours after treatment (Fig. 5A). 
This effect was maintained after 5-days of 
exposure to GW4064 (Fig. 5A). In addition 
tretaement of MA10 cells with GW4064 showed 
similar increased of Dax1 mRNA accumulation 
(Fig. 5B). In silico analysis of 5’-sequences of 
the Dax-1 mouse and human genes revealed a 
putative FXRE sequence (IR1) (Suppl. 1E). 
Ability of FXRa to transactivate the promoter of 
hDAX-1 was assessed. Ectopic expression of 
RXR/FXRa by transient transfection elicited 
1.2kb-hDAX-1 promoter activity in a ligand-
dependent manner as shown by the use of RXR 
ligand (LG268), GW4064 or combination of both 
ligands (Fig. 5C). Direct interaction of the 
RXR/FXRa heterodimer with the FXRE was 
confirmed by electromobility shift assays (Fig. 
5C). A significant band shift was observed when 
both FXRα and RXR were added, which was 
specifically competed away by a 200-fold molar 
excess of the unlabeled consensus IR1 (FGF19 
gene (13)) sequence; whereas nonspecific 
sequence (LXRE abca1 (14)) did not compete the 
binding of the heterodimer. Specificity of this 
interaction was supported by the ability of an 
antibody directed against hFXRα to abolish 
heterodimer binding (Fig. 5D).  
 
Figure-5. FXRa represses testicular steroidogenesis via Dax-1 regulation. (A) Testicular mRNA expression 
of Nr0b1 normalized to b-actin levels in whole testis of C57Bl/6J mice treated with GW4064 for 12h, 24h or 5 
days (n=5 per group). (B) mRNA expression of Nr0b1 normalized to b-actin levels in MA10 cells treated with 
veh or GW for 16hrs (n=3 per group). (C) CV1cells were transfected with CMX-mFXRα, CMX-mRXRα, or 
both receptor plasmids in the presence of the 1.2kbDAX-1 promoter (hDAX1) linked to luciferase. Cells were 
treated with GW4063 (1 μM) and/or LG268 (0.1 μM). (D) Electromobility shift assays were performed with 
[32P]-labeled FXRE and in vitro–transcribed hFXRα and/or human RXRα. Competitions were performed using 
unlabeled nucleotides at 200-fold molar excess of IR1-hFGF19 or a none- specific sequence (LXRE abca1). For 
antibody-binding reactions, hFXRα-specific antibody was included. In all of the panels vehicle treated cells were 
arbitrarily fixed at 100% and data are expressed as means ± SEM. Statistical analysis:*, p<0.05 vs. control diet 
group; n=6-10 per group. 
 
Discussion. 
We have recently demonstrated that exposure to 
dietary BA induces male infertility. This is 
associated with alteration of testicular physiology 
mainly mediated by the BA receptor TGR5 (2). 
These results were unexpected as we had 
previously demonstrated that FXRa is mainly 
expressed in interstitial compartment of adult 
testis and that it induced short term repression of 
steroidogenesis via regulation of Shp expression 
(5).  
In order to explore the impact of BA on testicular 
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steroid synthesis, we exposed male mice during 
sexual maturation, a timing where sexual steroids 
play major roles. In this work, we point out that 
BA alters testicular physiology during sexual 
maturation mainly through their impact on 
steroidogenesis. Moreover, we provide evidence 
for the critical roles played by the FXRα-
SHP/DAX1 signaling pathways in the regulation 
of male reproductive functions. 
 The present study suggests that BA 
signaling pathways involved might be different 
to those involved in adult male mice (2). 
However, it has to be noticed that the short term 
impact of BA-diet on steroidogenesis had not 
been fully studied in adult mice. Thus it cannot 
not be excluded that such phenomena also 
happens in adult mice. It is interesting to note 
that for other kinds of exposure, such as for 
endocrine disrupters, the window of exposure is 
critical in regards of the observed phenotypes. 
Indeed, in utero/neonatal exposure leads to 
infertility (12) whereas adult exposure is 
associated with transitory germ cell apoptosis 
(15). 
The idea of close links between FXRa signaling 
pathways and steroid metabolisms is thus 
reinforced (16). Indeed, FXRα participates in 
steroid catabolism in liver and interferes with the 
steroid signaling pathways in target tissues via a 
crosstalk with glucocorticoid or estrogen 
receptors. Surprisingly, in adrenals (17) and testis 
(the present study and (5)),  FXRa has opposite 
effects on steroid synthesis. 
 If we previously identified that acute 
exposure to FXRa agonist represses testosterone 
synthesis via SHP, the present work suggest that 
in longer exposure (5-days), FXRa could repress 
steroidogenesis in a SHP-independent manner. 
This is explained by our results demonstrating for 
the first time that Dax-1 is a direct transcriptional 
target gene of FXRa. This regulation should be 
of importance as DAX-1 acts as a co-repressor of 
FXRa through the competition with co-activators 
such as SRC-1 and PGC-1α (18). Combined 
these data suggest the existence of a potential 
negative feedback for a local control of 
steroidogenesis. This also opens new interesting 
field of research as Dax-1 expression has been 
associated with altered reproductive function.  
BA-diet led to repression of Lhcgr expression. 
This suggests that BA signaling pathway could, 
at the testicular levels, interact with the 
hypothalamo-pituitary axis in the regulation of 
testosterone production. We added here a new 
level in the crosstalk between BA signaling 
pathways and the HP axis as the two main targets 
of FXRa, in the repression of steroids synthesis, 
namely Shp and Dax-1 have been shown to be 
negatively regulated by the LH pathways (19), 
(20). 
The remaining question, which will 
require additional studies, will be to clearly 
decipher the physiological role of FXRa and BA 
with Leydig cells. We need to determine in which 
conditions the FXRa signaling pathway 
participates to the repression of Leydig 
steroidogenesis. Several hypotheses could be 
made, however the first point will be to define 
the endogenous ligand of FXRa within the testis. 
We have demonstrated that BA are present in the 
testis in “normal” conditions (2), we still have to 
define their origin, either from liver or local 
testicular synthesis. Indeed, it has been 
demonstrated that ovary produces bile acids (21). 
In addition, others define that steroids derived 
from androgen catabolism like androstedione are 
potential FXRα ligands (22), what could lead a 
testicular feedback loop to repress androgen 
production (23). Combined these data suggest 
that FXRa could be activated by numerous 
stimuli within the testis. 
Our data clearly define FXRa as an 
important actor of the regulation of testicular 
steroidogenesis. This is in accordance with 
experimental data showing that during pubertal 
life, cholestasis alter testicular physiology via 
impacts on testicular steroid synthesis (4). 
Combined, these data supported the 
physiological role of BA signaling pathways on 
testicular physiology at different timing during 
male life. 
 
 
Material & Methods 
Ethics Statement. This study was conducted in 
accordance with the current regulations and 
standards approved by the Animal Care 
Committee (CEMEA Auvergne).  
Animals. C57Bl/6J were purchased from 
 Charles River Laboratories (L'Arbresle, France); 
Shp-/- and Tgr5-/- mice have been previously 
described (12), (18). The mice used in this study 
were maintained on a C57BL/6J background and 
housed in temperature-controlled rooms with 12 
hours light/dark cycles. Mice had ad libitum 
access to food and water. 21-days old mice were 
fed to D04 diet (control) or D04 diet 
supplemented with 0.5% cholic acid (CA-diet) 
(SAFE, Augy, France) for 5, 14, 26 or 44 days.  
As young mice are quite sensitive to CA-diet, 
they were fed 5 days CA-diet and 2 following 
days the control diet. This sequence was repeated 
until sacrifice. 
Histology.Testes were collected, 
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paraformaldehyde (PFA)-fixed and embedded in 
paraffin, and 5 µm-thick sections were prepared 
and stained with hematoxylin/eosin. 
TUNEL analysis. TUNEL experiments were 
performed as previously described on 5 μm of 
testis fixed in PFA 4% (8). In each testis, at least 
100 random seminiferous tubules were counted. 
Results are expressed as the number of tubules 
with either spermatocytes or spermatids TUNEL-
positive per 100 seminiferous tubules. 
Endocrine Investigations. Steroids were 
extracted from testes as previously described (8). 
Intra-testicular and plasma levels were measured 
using commercial kits: testosterone and estradiol 
(Diagnostic Biochem, London, Canada). 
Real-Time RT-PCR. RNA from testis samples 
were isolated using Nucleospin RNA (Macherey-
nagel, Hoerdt, France). cDNA were synthesized 
from total RNA with the MMLV reverse 
transcriptase and random hexamer primers 
(Promega, Charbonnière Les Bains, France). 
Real-time PCR measurement of individual 
cDNAs was performed using SYBR green dye 
(Master mix Plus for SYBR Assay, Eurogentec, 
Angers, France) to measure duplex DNA 
formation with the Eppendorf Realplex system. 
Sequences of primers are reported in Suppl. 
Table. Standard curves were generated with pools 
of testis cDNA from animals with different 
genotypes and/or treatments. Results were 
analyzed using the ΔΔct method. 
Cotransfection assays. CV1 cells were 
transfected as described (14). hDAX-1 promoter-
luciferase reporter (25) was kindly provided by 
Dr E. Lalli. h-DAX-1-luc construct (50 ng) was 
added in combination with CMX-mFXRα (15 
ng), CMX-mRXRα (15 ng), β-galactosidase (10 
ng), and pGEM for a total of 150 ng/well. 
Ligands were added 6–8 hours later in 
delipidated media. Cells were harvested 14–16 
hours later and assayed for luciferase and β-
galactosidase activity. Luciferase values were 
normalized for transfection efficiency using β-
galactosidase and expressed as RLU of triplicate 
assays (mean ± SD). 
Cell culture experiments. MA10 cells were 
maintained at 37°C in an atmosphere of 5% 
CO2 with Waymouth (Life Technologies) 
containing 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml 
streptomycin supplemented with 10% horse 
serum. On d0, MA10 cells were seeded at 400 
× 103 cells per well in 6-well plates and 
allowed to adhere overnight. The following 
day, cells were washed twice with 1× PBS, and 
the medium without serum was applied with 
the GW4064 (10-6M) or vehicle (DMSO). 
 
Electrophoretic mobility shift assays. EMSAs 
were performed as previously described (14). 
Experiments were done in vitro translated 
proteins for FXRa and RXR using the 
appropriate labeled probe (IR1-hDAX1:5’-
CCGCGCCCTTGCCCAGACCGAGGCG-3’). 
Specificity RXR-FXR of binding was tested by 
competition with ×100, ×50, and ×20 excess of 
various unlabeled FXREs (IR1-hFGF19 (13)) or 
LXRE (LXRE-abca1 (25)); or by supershift 
using a FXRα-specific antibody (PP-A9033A-00, 
Perseus Proteomics Inc., Japan). After 
electrophoresis, gel was dried at 80°C for 1 h and 
autoradiographed with intensifying screen at 
−80°C overnight. 
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Supplemental 1. (A) Testicular mRNA expression of Cyp3a25 and  Sult2a1 normalized to b-actin levels in 
whole testis of C57Bl/6J mice fed control or CA diets for 14 or 44 days (n=5 to 6per group). (B) Testicular 
mRNA expression of  Insulin-like 3 (Insl3) and  Renin-1 (Ren1) normalized to b-actin levels in whole testis of 
C57Bl/6J mice fed control or CA diets for 14 or 44 days (n=5 to 6per group). (C) Quantification of the TUNEL 
analyses in Tgr5-/- male fed 5 days with control of BA diets. The number of TUNEL-positive spermatocytes is 
indicated as the number of positive cells per 100 seminiferous tubules (n=5-6). (D) Testicular mRNA expression 
of Shp normalized to b-actin levels in whole testis of C57Bl/6J mice treated 12 hours or 24 hours with GW4064 
(n=5 to 6per group). (E) Sequences of FXRE putative biding site (IR1) in human and mouse DAX-1 promoters. 
In all of the panels Control diet or vehicle treated mice were arbitrarily fixed at 100% and data are expressed as 
the means ± SEM. Statistical analysis:*, p<0.05 vs. control diet group; n=6-10 per group. 
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Supplemental Table. Q-PCR Primers list. 
 
FW TCATCACTATTGGCAACGAGC
Rev AGTTTCATGGATGCCACAGG
FW AGCTAATGCCTTTGACAACC
GATGGACTCATTATTCATCC
FW TGTCAAGGAGATCAAGGTCCTG
CGATAGGACCTGGTTGATGAT
FW CTTTCTGGAGCCTTGAGCTGG
GTTGAAGAGGATCGTGCCCTT
FW TGCAGAATGGCCGACCAG
TGGCGGTAGATGTGGTC
FW CTCTTGATTCTCGATCACATTTACC
CCAGGAACTTGAGACATACAAACTC
FW TGCACTTCGAGATGATGGAG
ATCTGCTGGGTTCTCCACTG
FW CCAGTGAGGGTCAGCACCAG
TCTGCAGCCTCTGCGATGCC
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Figure 34. Fxrα, Shp, Dax-1 : plateforme clef de la régulation de la stéroïdogenèse Leydigienne.
A. L’action de la Lh pour l’induction de la stéroïdogenèse Leydigienne met en jeu deux voies de signalisations parallèles. L’activation du récepteur 
Lhr conduit à l’activation de la voie canonique Lh/Lhr/AMPc/Pka/Creb/P-Creb et à l’induction de l’expression des enzymes Star, Cyp11a1, 3βhsd. 
En parallèle, la répression de la l’Ampk par la Pka permet de lever l’action répressive des récepteurs nucléaires orphelins Shp et Dax-1 sur la 
transcription  des  enzymes  stéroïdogènes  (Vega  et  al.,  2014  ;  Song et  al.,  2014)  a.  Dans  la  cellule  de  Leydig,  Shp  et  Dax-1  sont  des  cibles 
transcriptionnelles  directes  de  Fxrα  (Article  III  ;  Volle  et  al.,  2007).  b.  L’activation  de  Fxrα  réprime les  niveaux de  transcrits  Lhr  (données 
préliminaires). Dans ce contexte, nous posons l’hypothèse que l’activation de Fxrα puisse s’opposer au contrôle de la stéroïdogenèse par l’axe 
hypothalamo-hypophyso-gonadique. B. Le prétraitement par le GW4064 (ligand Fxrα) d’une lignée murine de cellules de Leydig (Ma10) réduit 
l’induction des niveaux de transcrits Star consécutifs à un traitement par hCG. (n=15) ; * p> 0,05
Fxrα, Farnesoid x receptor alpha ; Rxr, Retinoid x receptor ; Shp, Short heterodimer partner ; Lrh1, Liver receptor homolog-1 ; Sf1, Steroidogenic 
factor 1 ; Star, Steroidogenic Acute Regulatory protein ; Cyp11a1 (P450scc), cytochrome P450 side chain cleavage ; 3βhsd, 3-beta hydroxysteroid 
dehydrogenase ; Pka, protéine kinase A ; Creb, cAMP responsive element binding protein ; AMPc, adenosine monophosphate cyclic ; Lh, luteinizing 
hormone ; Lhr, luteinizing hormone receptor ; Dax-1, dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1; 
Ac, adenylate cyclase
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Discussion et perspectives, Article III 
 Les données de la littérature montrent le rôle central de Fxrα vis-à-vis de l’homéostasie des 
hormones stéroïdiennes (revue en annexe de ce manuscrit ; Baptissart et al., 2013). Nos travaux 
permettent pour la première fois d’intégrer ces données à la physiopathologie cholestatique. 
 Chez l’adulte, nous avons montré qu’un régime supplémenté en acide cholique conduit à la 
répression des enzymes stéroïdogènes dans le testicule (Star, Cyp11a1, Cyp17a1). Celle-ci n’est 
cependant pas suffisante pour affecter l’activité de synthèse des androgènes et les concentrations de 
testostérone testiculaires sont préservées. Parallèlement, nous montrons une diminution des 
concentrations plasmatiques de testostérone. L’hypothèse d’une augmentation du catabolisme 
périphérique de la testostérone est favorisée et reste à confirmer. 
 Mais qu’en est-il lors de la puberté ? 
 La puberté correspond à l’activation de la fonction hypothalamo-hypophyso-gonadique 
aboutissant, sous l’influence des androgènes, au développement complet des caractères sexuels, à 
l’acquisition de la taille définitive, de la fonction de reproduction et de la fertilité. Cette fenêtre 
d’exposition est donc particulièrement sensible aux perturbations endocriniennes.  
 Nous montrons que des souris mâles de 21 jours exposées à un régime acide cholique 
présentent un défaut de croissance staturo-pondérale ainsi qu’un retard de mise en place des fonctions 
de reproduction conduisant, à l’âge adulte, à une hypofertilité. Au niveau testiculaire, le traitement se 
traduit par une spermatogenèse retardée ; son origine est liée à une apoptose transitoire de la lignée 
germinale associée à une hypo-androgénie testiculaire.  
 Dans ce contexte, nos données définissent pour la première fois Dax-1, répresseur connu de 
l’expression des enzymes stéroïdogènes, comme un gène cible direct de Fxrα dans les cellules de 
Leydig. Tandis que des travaux précédents montraient Shp nécessaire à la répression de la 
stéroïdogenèse à court terme, notre modèle montre une voie alternative par laquelle Fxrα, à plus long 
terme, interfère avec la production des androgènes testiculaires en réponse à des concentrations 
pathologiques d’acides biliaires. 
 1. Fxrα, Shp et Dax-1 : bien plus qu’une régulation « locale » 
 Des données récentes de l’équipe (en cours de publication) et les travaux de Song et al. 
montrent que Shp et Dax-1 ne font pas seulement l’objet d’une régulation locale mais que l’axe 
hypothalamo-hypophysaire est capable d’en moduler l’expression (Figure 34 a) (Vega et al. 2014 ; 
Song et al., 2004) ; in vivo, l’élévation des concentrations de Lh se traduit par une diminution de 
l’expression testiculaire de Shp et Dax-1. La Lh mène donc une double action pour favoriser la 
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stéroïdogenèse : 1) elle permet via la voie canonique Lh/Lhr/AMPc/Pka/Creb d’induire l’expression 
des enzymes stéroïdogénes ; 2) en parallèle, elle permet de lever l’action répressive de Shp et Dax-1 
sur la transcription des enzymes stéroïdogènes.  
 L’ensemble de ces données définit Shp et Dax-1 comme une plateforme clef de la régulation 
de l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. La puberté est initiée par une augmentation en fréquence 
et en amplitude des pics de Lh contribuant à l’élévation de la production des androgènes associée à la 
maturation des fonctions de reproduction. Ces observations conduisent à se poser les questions 
suivantes :  
 L’induction de Fxrα vient-elle s’opposer, par l’intermédiaire de Shp et/ou Dax-1, à la 
stimulation de la stéroïdogenèse par la Lh lors de la puberté ? 
 Notre modèle d’exposition « pubertaire » chez la souris le suggère et nous montrons in vitro 
que les voies Fxrα-Dax-1/Shp sont capables dans les cellules de Leydig de réprimer les enzymes de la 
stéroïdogenèse indépendamment d’un signal Lh.  
 Cette action «locale» de Fxrα pourrait-elle être couplée à une diminution de la sensibilité des 
cellules de Leydig à l’axe hypothalamo hypophysaire ? 
 Nos données préliminaires soutiennent cette hypothèse : l’induction de Fxrα par les acides 
biliaires ou le GW4064 conduit in vivo à la répression de l’expression de Lhr dans le testicule. Nous 
proposons de confirmer ce point par plusieurs approches : 
• Tout d’abord en comparant les concentrations de Lh plasmatique entre les souris témoins ou 
exposés par un régime 0,5% CA. S’il existe une résistance (partielle ou totale) des cellules de 
Leydig à la LH, celle-ci devrait voir ses concentrations plasmatiques augmentées (Volle et al., 
2007). 
• In vitro, dans une lignée cellulaire murine de Leydig (Ma10), un prétraitement par le GW4064 
s’oppose t-il à l’induction des enzymes stéroïdogènes par un traitement à la Lh (ou hCG)? Des 
données préliminaires vont dans ce sens (Figure 34 b). Il serait intéressant de connaître les 
statuts des transcrits Lhr et des voies qui lui sont sous-jacentes (Pka, P-Creb) en réponse à ces 
différentes conditions. 
• Cette même expérience sera transposée in vivo. Des souris de 21 jours seront prétraitées avec 
du GW4064 ou le véhicule correspondant. Au terme du traitement, nous comparerons entre 
ces deux groupes les niveaux d’induction des enzymes stéroïdogènes en réponse à un 
traitement à la Lh (ou hCG) ainsi que les concentrations de testostérone testiculaires 
correspondantes. 
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  Nos conclusions s’intègreraient de manière cohérente aux travaux réalisés par Van Thiel et 
Castilla (Castilla-Cortázar et al., 2004; Van Thiel et al., 1985). Chez le poulet et le rat pré-pubère, 
l’induction d’une pathologie hépatique se traduit par une atteinte sévère de l’histologie testiculaire 
(diminution du diamètre des tubes séminifères, perte d’intégrité de la barrière hémato testiculaire) 
associée à une augmentation des concentrations plasmatiques de Lh révélatrice d’une résistance 
gonadique à la Lh (hypogonadisme primaire). Nos travaux permettraient de définir les acides biliaires, 
et plus précisément l’action de Fxrα testiculaire, comme pouvant être l’un des liens 
physiopathologiques justifiant dans ces modèles expérimentaux l’association entre troubles hépatiques 
et physiopathologie testiculaire. 
 Préciser l’implication de Fxrα dans le contrôle de la production des androgènes durant la 
puberté pourrait ouvrir des perspectives intéressantes chez l’homme. Aussi, pourrions-nous proposer 
l’augmentation des concentrations d’acides biliaires, et plus généralement la dérégulation des 
signalisations FXRα, comme une étiologie potentielle aux pathologies pubertaires de l’enfant. Cette 
notion sera abordée  dans la discussion générale de ce manuscrit. 
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Discussion et perspectives générales 
A. Les acides biliaires testiculaires, un rôle physiologique ? 
Nous avons mis en évidence la présence de concentrations détectables d’acides biliaires dans 
le testicule de souris C57Bl6 adultes (Article I, Baptissart et al., 2014). Nous savons à présent que les 
transcrits des récepteurs Fxrα et Tgr5 sont répartis respectivement dans les cellules de Leydig et la 
lignée germinale (Article I, Baptissart et al., 2014; Volle et al., 2007).  
Ces observations suggèrent que les acides biliaires et leurs voies de signalisations puissent 
être des acteurs à part entière de la physiologie testiculaire. Pour répondre à cette hypothèse, il serait 
intéressant de répondre aux points suivants : 
1. D’où viennent les acides biliaires ? 
Le scénario la plus intuitif serait que les acides biliaires testiculaires proviennent d’une 
synthèse périphérique. Plusieurs arguments vont dans ce sens : 1) les profils d’acides biliaires 
plasmatiques sont superposables à ceux révélés au niveau testiculaire ; 2) un acide biliaire synthétique 
fluorescent injecté en intra-péritonéal est capable de s’accumuler dans le testicule (Baptissart et al., 
2014). 
Nous ne pouvons cependant pas exclure que le testicule soit le siège d’une synthèse endogène 
d’acides biliaires. Cette hypothèse est appuyée par les travaux de l’équipe de Usheva (Smith et al., 
2009). Les enzymes clefs des voies de synthèse classiques (CYP7A1, CYP27A1) et alternes 
(CYP27A1, CYP7B1) des acides biliaires sont exprimées et fonctionnelles dans les cellules de 
granulosa issues d’ovaires de femmes ; ces dernières sont capables en présence de cholestérol de 
synthétiser des acides biliaires. 
Nos données préliminaires montrent que les transcrits des enzymes Cyp7a1 (voie classique), 
Cyp27a1 et Cyp7b1 (voie alterne) sont exprimés dans le testicule de souris. Une stratégie de traitement 
par le busulfan (Article I, Baptissart et al., 2014) a permis de les localiser majoritairement dans les 
lignées somatiques.  
• Pour préciser cette étude, nous nous proposons d’étudier l’expression de ces gènes dans les 
extraits de testicules humains rendus accessibles grâce à nos collaborations.  
• Chez la souris, il nous faudra répondre à la question de la fonctionnalité des voies de synthèse. 
Pour cela, nous envisageons de mesurer le contenu en acides biliaires de cultures d’explants 
testiculaires en réponse à l’apport de cholestérol (dosage sur les extraits cellulaires et les 
milieux de culture). 
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Nous privilégions à ce jour l’hypothèse que les cellules de Leydig puissent être la 
source d’une synthèse testiculaire d’acides biliaires : 1) il s’agit de cellules stéroïdogénes possédant 
une réserve importante de cholestérol ; 2) tout comme les cellules de la granulosa, les cellules de 
Leydig murines expriment l’ensemble des acteurs de la régulation de la néo-synthèse des acides 
biliaires (Fxrα, Shp, Lrh-1, Lxrα). Nous vérifierons cette hypothèse par une expérience d’isolation de 
culture primaire de cellules de Leydig murines. Elle nous permettra : 
• de vérifier la présence des transcrits des enzymes Cyp7a1, Cyp27a1 et Cyp7b1 dans des 
cellules de Leydig isolées.  
• de la même manière que pour les explants, nous doserons les concentrations d’acides biliaires 
de ces extraits cellulaires et des milieux de culture correspondants. 
 2. Acides biliaires testiculaires : où sont-ils ? 
La question de la biodisponibilité des acides biliaires est valable qu’ils soient issus d’une 
synthèse locale ou qu’ils proviennent de la synthèse périphérique (foie et intestin). Pouvoir déterminer 
leur localisation est primordiale pour comprendre le mode d’action par lequel ils pourraient intervenir 
dans le testicule. Il nous faudra dans ce cadre répondre aux questions suivantes : 
Au contact de quels types cellulaires les acides biliaires sont-ils présents ? Quels récepteurs 
seraient-ils en mesure d’activer (Fxrα intracellulaire / Tgr5 membranaire) ? Pour cela : 
• nous localiserons les acides biliaires dans le testicule de souris témoins par une technique 
d’immunohistochimie (anticorps anti-acides biliaires) (Mano et al., 2004). 
Une grande variété de transporteurs communs à plusieurs molécules endogènes ou exogènes 
est exprimée par les cellules de Sertoli. Certains sont impliqués dans le transport des acides biliaires au 
niveau hépatique (Oatp1-3, Mrp2-4) (Augustine et al., 2005). De plus, une étude montre que 
l’expression testiculaire des Oatp1-3 est modifiée dans les souris Fxrα-/- comparées aux souris 
sauvages (Maeda et al., 2004). Ces observations suggèrent qu’il existe, dans le testicule, un ensemble 
d’acteurs régulant localement la diffusion des acides biliaires. Ces derniers pourraient alors 
contribuer au passage des acides biliaires à travers la BHT pour rejoindre le compartiment luminal ; ou 
à l’inverse, permettre leur efflux vers le compartiment basal afin de préserver les stades post-
méiotiques de la lignée germinale de leur toxicité. Pour préciser ce point : 
• nous analyserons l’expression testiculaire d’autres transporteurs impliqués dans la diffusion 
des acides biliaires (Asbt, Ibabp, Bsep ou Ostα/β) 
• nous en déterminerons la distribution par immunohistochimie. Des données préliminaires 
montrent que Bsep est exprimé dans le testicule total de souris témoins. Sa localisation 
protéique reste à définir. 
Rxr Fxrα
Lrh1 Sf1
Cholestérol
Lrh1Hnf4α Lxrα
Shp Dax-1
StAR
Cyp11a1
3-Hsd

Shp
Cyp7a1
Testostérone
Androstérone
Acides
biliaires
Figure 35. Fxrα et cellules de Leydig : un rôle physiologique ?
(Droite)  L’induction de  Fxrα  par  l’androstérone pourrait  constituer  un mécanisme de rétrocontrôle  local  de  la  stéroïdogenèse.  (Gauche)  Dans 
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 3. Fxrα et Tgr5 : quels rôles physiologiques ? 
Nous avons démontrés que les voies Fxrα et Tgr5 sont actives dans le testicule en réponse à de 
fortes concentrations d’acides biliaires. Est-ce le cas en physiologie basale ? Pour quelles fonctions 
physiologiques ? Quels en sont les ligands endogènes ?  
 3.1. En ce qui concerne Fxrα  
Les données bibliographiques (Volle et al., 2007) et les éléments apportés par notre étude 
(Article III), suggèrent que Fxrα puisse contribuer au rétrocontrôle de la stéroïdogenèse Leydigienne 
et réguler localement l’équilibre de la synthèse de testostérone (Figure 35). Cette hypothèse est 
soutenue par le fait que l’androstérone, intermédiaire de la synthèse des stéroïdes, est capable in vitro 
de lier Fxrα et d’en induire l’activation (Wang et al., 2006b). Aucune variation des concentrations 
circulantes d’androgènes n’a toutefois été observée chez les souris invalidées pour Fxrα-/- à l’âge 
adulte (Volle et al., 2007). Ces études doivent néanmoins être précisées notamment en raison du 
phénotype complexe des animaux Fxrα-/- (cholestase spontanée). Dans ce contexte, nous proposons 
de réaliser un modèle murin invalidé pour Fxrα-/- spécifiquement dans les cellules de Leydig. Le 
choix d’une invalidation inductible permettra de dissocier les rôles de Fxrα à différents stades de la 
physiologie testiculaire (développement, puberté, maturité sexuelle) (souris Ert2-AmhrII-Cre x Fxrα 
floxed/floxed). Nos analyses consisteront à :  
• suivre le profil endocrinien de ces souris (dosage testostérone testiculaire et plasmatique, 
oestrogènes testiculaires, Lh/Fsh). 
• décrire le phénotype testiculaire qui lui est associé (levée de la répression des enzymes 
stéroïdogènes). 
• en évaluer les conséquences sur les fonctions de reproduction (maturité sexuelle précoce ?) 
Par ailleurs, et si la perspective d’une synthèse endogène d’acides biliaires est vérifiée, Fxrα 
pourrait tout comme dans le foie participer à la répression de l’expression de Cyp7a1 que l’on montre 
exprimée dans le testicule murin. Cette hypothèse est soutenue par le fait que les acteurs impliqués 
dans ce mécanisme sont présents dans les cellules de Leydig (Shp, Lrh-1, Lrxα). La présence des 
acides biliaires en tant que ligands endogènes de Fxrα prendrait alors tout son sens. Ils contribueraient 
à contrôler leur propre synthèse et réguleraient de manière indirecte la biodisponibilité du cholestérol 
dont ils sont issus.  
 3.2. Qu’en est-il de Tgr5 ? 
Nous avons pour la première fois mis en évidence la présence de Tgr5 dans la lignée 
germinale. Notre étude montre que ses signalisations sont capables de participer à la régulation de la 
dynamique des jonctions de l’épithélium séminifère. Nous savons par ailleurs qu’elles pourraient être 
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directement ou indirectement impliquées dans la mise en place du profil épigénétique de la lignée 
germinale. Plusieurs intermédiaires de la stéroïdogenèse (progestérone et prégnandione) sont in vitro 
capables d’induire l’activité de Tgr5 (Sato et al., 2008). Ces derniers issus de la cellule de Leydig, 
pourraient agir de manière paracrine sur les cellules germinales pour favoriser leur progression dans le 
compartiment luminal du tube séminifère. L’action endocrine (synthèse systémique), paracrine 
(synthèse leydigienne) des acides biliaires dans ce système reste par ailleurs à explorer. Tout comme 
ce qu’il est envisagé pour Fxrα, la caractérisation de l’invalidation de Tgr5 dans les cellules 
germinales sera un élément clef pour comprendre son rôle physiologique. Nous possédons au 
laboratoire les souris nécessaires à l’obtention d’une lignée invalidée de manière inductible 
spécifiquement dans les cellules germinales (souris Ert2-Prp-Cre, Pr Chambon, IGBMC, Strasbourg). 
L’analyse du phénotype testiculaire de ces souris sera informative.  
 
B. De la souris à l’homme. 
 1. Acides biliaire, FXRα et puberté : une question de « timing » 
  1.1. Le retard pubertaire 
 La définition clinique du retard pubertaire est l’absence d’augmentation du volume testiculaire 
au delà de 14 ans. Elle s’accompagne d’un défaut de maturation des caractères sexuels et de 
développement musculaire et d’une absence d’accélération de la vitesse de croissance normalement 
associée à la puberté. On distingue deux tableaux cliniques : l’un est définitif, l’autre réversible 
spontanément. Certains patients présentent de manière permanente un déficit gonadotrope 
(hypogonadisme hypogonadotrophique) ou des insuffisances gonadiques irréversibles 
(hypogonadisme hypergonadotrophique). Dans la plupart des cas la pathologie est associées à des 
anomalies génétiques telles que celles associées au syndrome de Klinefelter (Wikström et al., 2004) ou 
au syndrome de Kallmann (Fechner et al., 2008). Chez ces patients, une prise en charge est essentielle 
pour aboutir au développement pubertaire complet et à une activité sexuelle ultérieure normale. Elle 
consiste en un traitement à la GnRH pour les cas de déficit gonadotrophique ou à un traitement 
substitutif à dose progressivement croissante par de la testostérone dans les cas de pathologies 
gonadiques. 
 Le diagnostic le plus fréquent d’une puberté retardée (80% des cas) est un retard pubertaire dit 
« simple », se corrigeant spontanément avec le temps. Son étiologie est souvent mal comprise. Elle est 
entre autre associée à des maladies chroniques (maladie de Crohn), à la malnutrition (anorexie 
mentale), à la pratique sportive intense (danse, athlétisme) ou à des maladies endocriniennes 
(hypothyroïdie, hypercorticisme).  
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  1.2. La puberté précoce 
 La puberté précoce est définie par le développement des caractères sexuels avant l’âge de 10 
ans chez le garçon. Tout comme les pubertés retardées, elles peuvent être d’origine centrale ou 
périphérique.  
 Les pubertés centrales sont aussi appelées pubertés précoces vraies. Elles sont secondaires à 
une activation prématurée de l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. Dans 30% des cas son origine 
est neurogène (dans 50% associé à une tumeur) et le traitement de la tumeur est le premier recours 
thérapeutique (exérèse radiothérapie). Dans près de 70% elle demeure idiopathique. Plusieurs études 
lui attribuent une modification somato-psychique importante marquée par une accélération de la 
croissance et une soudure prématurée des cartilages de conjugaison. Dans ce contexte pathologique, 
un traitement par de fortes concentrations de GnRH exogène suppriment l’activité hypophyso-
gonadique, et restaure la sécrétion de stéroïdes sexuels, ce qui permet de préserver le potentiel de 
croissance du patient.  
 Les pubertés périphériques sont connues sous le terme de pseudo-pubertés précoces. Elles sont  
secondaires à une production anormale de stéroïdes sexuels indépendante d’une stimulation 
hypothalamo-hypophysaire (tumeur surrénaliennes ou Leydigienne productrices d’androgènes). 
  1.3. FXRα et étiologie du défaut pubertaire chez l’homme ? 
 Notre étude montre pour la première fois le rôle délétère de l’activation supra-physiologique 
des signalisations Fxrα pour la mise en place de la fertilité chez la souris (Article III). Celle-ci est 
associée à l’action répressive de Shp (court terme) (Volle et al., 2007) et Dax-1 (moyen terme) 
(Article III présenté dans ce manucrit) vis-à-vis de la stéroïdogenèse Leydigienne. Nos données 
préliminaires suggèrent que ce rétrocontrôle intrinsèque à la cellule de Leydig, soit associé à un défaut 
de sensibilité partiel à l’axe hypothalamo-hypophysaire (données non montrées, discussion Article II).  
 Dans ce contexte, nous pourrions proposer l’augmentation des concentrations d’acides 
biliaires, et plus généralement la dérégulation des signalisations Fxrα comme une étiologie 
potentielle aux pathologies pubertaires de l’enfant ? 
  a. FXRα : profils d’expression et dérégulations fonctionnelles 
 Nos travaux suggèrent que des modifications du profil d’expression de Fxrα et/ou la 
dérégulation de sa fonction intrinsèque (anomalies épigénétiques et/ou génétiques), puissent être des 
facteurs prédisposants voire suffisants au développement de pathologies pubertaires souvent mal 
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comprises chez l’enfant. Cette hypothèse est soutenue par plusieurs données de la littérature associant 
des dérégulations de Dax-1 ou Shp à des anomalies de mise en place de la fertilité.  
 Shp et puberté -  Chez la souris, l’invalidation de Shp suffit à conduire à une maturation 
précoce du testicule (Volle et al., 2007). Celle-ci est entre autre attribuée à une levée de la répression 
des enzymes stéroïdogènes associée à une élévation des concentrations d’androgènes plasmatiques 
indépendamment de modulations des niveaux de Lh. A ce jour aucun modèle murin ne permet de 
statuer sur les conséquences d’une surexpression de Shp au niveau testiculaire. Chez l’homme aucune 
étude ne décrit de phénotype pubertaire qui puisse être lié à des dérégulations de l’expression ou de la 
fonction intrinsèque de SHP.  
 Dax-1 et puberté -  Chez la souris, l’invalidation du gène codant Dax-1 (Yu et al., 1998) 
comme sa surexpression (Swain et al., 1998), conduisent à des anomalies testiculaires d’ordre 
développemental  (hyperplasie Leydigienne, réversion sexuelle) rendant difficile l’analyse de son rôle 
potentiel lors de la mise en place des fonctions testiculaires. Chez l’homme, des mutations de DAX-1 
se traduisent par une grande variabilité phénotypique soulignant la complexité de ses fonctions 
(Achermann et al., 2001). La plupart d’entre elles conduit à une insuffisance surrénalienne (AHC, 
adrenal hypoplasia congenita) et une déficience en gonadotrophines associée à un retard ou à 
l’absence totale de puberté. Alors que certains patients répondent à une stimulation de la synthèse 
d’androgènes à la suite d’un traitement GnRH, d’autres présentent une insensibilité périphérique 
révélatrice d’un défaut de réponse gonadique (Seminara et al., 1999 ; Tabarin et al., 2000). De manière 
intéressante des mutations de DAX-1 conduisent, à l’opposé, à une puberté précoce en l’absence de 
gonadotrophines (Bassett et al., 1999)(Durmaz et al., 2013).  
 Fxrα et puberté - Nous ne disposons à ce jour que d’une lignée murine invalidée de 
manière globale pour Fxrα. La forte composante systémique du phénotype rend difficile les 
conclusions quant à la suppression de son activité dans les cellules de Leydig lors de la mise en place 
des fonctions de reproduction. De plus, aucune lignée murine surexprimant Fxrα n’a été établie à ce 
jour. Chez l’homme, l’influence d’épi-mutations, de mutations, ou variants du gène codant FXRα sur 
d’éventuels troubles pubertaires n’a pas été explorée. Il serait dans ce contexte intéressant : 
• d’analyser les conséquences de la perte d’expression de Fxrα dans les cellules de Leydig chez 
la souris. Cette stratégie s’associera à celle développer dans le cadre de la recherche du rôle 
physiologique de Fxrα (souris Ert2-AmhrII-Cre x Fxrα floxed/floxed ; paragraphe A.3.1 de 
cette même discussion). Un modèle miroir surexprimant Fxrα permettra d’observer les effets 
de son gain d’expression.  
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• Nous mesurerons chez ces animaux les profils endocriniens (dosage testostérone testiculaire et 
plasmatique, oestrogènes testiculaires, Lh/Fsh), décrirons le phénotype testiculaire qui lui est 
associé (levée de la répression des enzymes stéroïdogènes) et en évaluerons les conséquences 
sur les fonctions de reproduction (puberté précoce ou retardée). 
• De retour à l’homme, nous proposons de vérifier la présence d’épi-mutations, mutations et/ou 
de polymorphismes de FXRα chez des patients atteints de troubles pubertaires idiopathiques 
(gain de fonction – puberté retardée / perte de fonction – puberté précoce).  
  b. Les ligands FXRα : perturbateurs endocriniens ? 
 Au delà de l’aspect épi-mutationnel et/ou mutationnel évoqué précédemment, nos données 
pourraient permettre d’identifier l’origine de défauts pubertaires idiopathiques en proposant les acides 
biliaires comme un lien physiopathologique pertinent. Dans ce contexte, il sera tout d’abord 
nécessaire :  
• de valider cette hypothèse en mesurant les concentrations d’acides biliaires chez des patients 
dont la puberté est retardée. La composition du pool d’acides biliaires sera informative quant à 
la présence de ligands favorisant l’activation des signalisations FXRα (enrichissement en 
CDCA). Il sera par ailleurs intéressant de considérer parallèlement à ce dosage les niveaux de 
LH et d’androgènes circulants. 
 Les retards pubertaires chez le garçon n’ont cessés de croître ces dernières années (Schoeters 
et al., 2008). Plusieurs études épidémiologiques associent cette tendance à l’exposition à des agents 
environnementaux de type perturbateurs endocriniens (Guo et al., 2004)(Staessen et al., 2001). Ces 
derniers sont définit selon l’OMS, comme « des substances chimiques d’origine naturelle ou 
artificielle étrangères à l’organisme qui peuvent interférer avec le fonctionnement des systèmes 
endocriniens et induire ainsi des effets délétères sur cet organisme ou sur ses descendants». Les 
perturbateurs endocriniens agissent soit indirectement en modifiant la production, le stockage, le 
transport, la diffusion et l’élimination des hormones naturelles ; soit directement par interaction avec 
les récepteurs cellulaires, agissant comme un œstrogène par activation illégitime des récepteurs 
d’oestradiol ou comme un anti-androgène par réduction de l’activité transcriptionnelle des récepteurs 
aux androgènes. 
 Le rôle de Fxrα pour le contrôle de l’homéostasie des hormones stéroïdes sexuelles a 
largement été évoqué dans ce manuscrit ainsi que dans l’article de revue présenté en annexe de ce 
manuscrit (Baptissart et al., 2013a). Nos données précisent aujourd’hui cette notion. Pourrions-nous 
selon ces définitions considérer les agonistes ou antagonistes de FXRα comme des perturbateurs 
endocriniens à part entière ? 
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 Ce concept est soutenu par le fait que plusieurs composés naturels ou synthétiques sont 
clairement identifiés en tant que modulateurs des fonctions transactivatrices de FXRα. 
 Le stigmastérol est un phytostérol antagoniste de FXRα présent dans un grand nombre 
d'aliments. On le retrouve notamment dans les huiles de colza ou de soja (Carter et al., 2007). Ces 
dernières administrées aux nourrissons dans le cadre de nutrition parentérale sont d’ailleurs 
responsables de cholestases suite à la répression de l’activité de FXRα (Clayton MD et al., 1998). En 
2004, les travaux de Hsu ont montrés l’action antagoniste de molécules xénobiotiques de type 
insecticide telles que le cyfluthrin ou le bifenthrin sur Fxrα (Hsu et al., 2014). Nos données soulèvent 
la question de la participation de ces molécules au développement de puberté précoce ? 
 Aux vues de ses multiples actions pour la régulation du métabolisme des acides biliaires, du 
cholestérol ou encore des triglycérides, plusieurs acides biliaires de synthèse, ligands agonistes ou 
antogonistes de FXRα ont été développés dans le but de lutter contre le développement de pathologies 
telles que l’hypertriglycéridémie (Thomas et al., 2008b). L’INT-447 (ou acide oléanolique ou 5-éthyl-
CDCA) est aujourd’hui en cours de phase II de test clinique pour le traitement de la stéatose hépatique 
non-alcoolique (NASH), pathologie majeure de l’enfant (incidence estimée à 9,6%) (Manti et al., 
2014). Dans ce contexte, notre étude soulève la question des conséquences de l’exposition à de telles 
molécules lors de la puberté (retard pubertaire).    
 2. Les acides biliaires, TGR5 et infertilité  
  2.1. Acides biliaires : un outil diagnostique de l’infertilité ? 
 Notre modèle d’étude basé sur l’administration d’un régime enrichi en CA (0,5%) mime, chez 
la souris adulte, une augmentation des concentrations plasmatiques d’acides biliaires comparable à 
celles retrouvées chez l’homme dans le cadre de pathologies hépatiques chroniques auxquelles ont pu 
être associés des troubles de la fertilité (Mooradian et al., 1985). Nos conclusions ont permis, dans ce 
cadre, de définir une corrélation stricte entre les concentrations plasmatiques d’acides biliaires totales 
et la diminution du nombre de petits par portée. En relation avec la Tgr5-dépendance du phénotype ce 
lien est conservé lorsque l’on considère les concentrations de DCA.  
 Transposées à l’homme, ces données ouvrent des perspectives intéressantes pour proposer le 
dosage du contenu sérique en acides biliaires comme un nouvel outil diagnostique dans le cadre de 
l’infertilité. Cette application apparaitrait d’autant plus pertinentes si elle s'étendait à l’évaluation des 
profils d’acides biliaires dans l’éjaculat ; en complément du dosage sérique, ce paramètre permettrait 
d’évaluer au mieux ce qui est attendu de l’accumulation des acides biliaires au niveau des tissus de la 
sphère urogénitale. Elle n’en serait donc que plus représentative des atteintes testiculaires suspectées. 
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Nos données préliminaires sont en ce sens encourageantes (Collaboration John Flanagan, Stockholm, 
Sweden). Elles ont permis d’identifier la présence de concentrations détectables d’acides biliaires dans 
le liquide séminal humain.  
 Nous nous proposons à présent de rechercher chez l’homme l’existence d’une corrélation entre 
l’infertilité et les profils d’acides biliaires plasmatiques et/ou séminaux (quantité et composition). 
Notre approche sera basée sur l’étude croisée de deux profils cliniques distincts et complémentaires 
(Figure 36) : une cohorte de patients souffrant d’un trouble hépatique d’ores et déjà déclaré d’une part, 
et une population de patients présentant une infertilité caractérisée d’autre part. Tout d’abord, le statut 
de fertilité de chaque patient sera précisément caractérisé : 
• Chez les hommes présentant un trouble hépatique, nous prendrons en compte leur capacité à 
donner naissance naturellement à un enfant sur la base de la détermination du délai nécessaire 
pour concevoir.  
• Dès lors que certains de ces patients auront eu recours à un protocole d’assistance médicale à 
la procréation (AMP), les paramètres d’analyses seront communs à l’ensemble des patients 
inclus dans l’étude (trouble hépatique et infertilité). Nous relèverons : 
o le caractère de la démarche AMP auquel les patients ont dû faire appel (insémination 
artificielle, FIV, ICSI), et le taux de réussite de cette dernière (nombre de tentatives 
ramenées au nombre de grossesses efficaces) 
o les critères d’évaluation du spermogramme ; aux vues de nos conclusions chez la 
souris, nous porterons une attention particulière aux paramètres de numération 
spermatique ainsi qu’à la qualité de la condensation nucléaire des spermatozoïdes. 
o les paramètres moléculaires reliés à la qualité de l’épigénome des spermatozoïdes de 
ces patients (niveaux de méthylation globale, ratio histone/protamine, niveaux 
H3K4me2…) 
L’ensemble des données recueillies sera mis en relation avec l’évaluation des profils d’acides 
biliaires plasmatiques et séminaux de ces mêmes patients (quantité et composition).  
• Nos travaux consisteront à définir les critères les plus pertinents pouvant les relier à la 
fertilité : concentrations d’acides biliaires totales, enrichissement en acides biliaires 
secondaires en faveur de l’activation de Tgr5… 
• Il sera par ailleurs intéressant de rechercher la présence d’éventuelles épi-mutations, mutations 
et/ou polymorphismes de TGR5 pouvant être associée à l’infertilité.  
Au final, les conclusions de ces travaux pourraient permettre pour la première fois : 
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• d’établir des corrélations entre des dérégulations du métabolisme des acides biliaires et 
l’infertilité chez l’homme, 
• d’identifier l’un des liens moléculaires expliquant la corrélation établie entre hépatopathies et 
hypofertilités, 
• de mettre en évidence l’origine de troubles testiculaires chez des patients souffrant 
d’hypofertilités idiopathiques. 
  2.2. Les acides biliaires : infertilité, AMP et conséquences 
 Les problématiques liées à la fertilité touchent de plus en plus d’hommes et de femmes en 
désir d'enfant. En France, 1 couple sur 6 est aujourd’hui concerné, soit l’équivalent de 500 000 couples 
consultant chaque année pour des difficultés à concevoir naturellement à un enfant. Dans près de la 
moitié des cas, un facteur masculin contribue à l’infertilité et dans 20%, il en est la seule cause (Freour 
et al., 2010).  
 Face à ce constat, l’AMP a connu un développement important depuis la réussite des 
premières FIV il y a trente ans. En 2011, 23 127 enfants sont nés des suites d’une AMP, soit 
l’équivalent de 2,8% des naissances recensées la même année (registre FIVNAT). Avec l’avènement 
de l’ICSI, il est même devenu possible de traiter certaines infertilités masculines particulièrement 
sévères. Dans 20% des cas l’engagement d’un protocole AMP concerne des infertilités dont l’origine 
reste inexpliquée.  
De plus en plus sollicité, le rendement des techniques d’AMP demeure aujourd’hui 
insatisfaisant. Les chances de grossesses échographiques varient aujourd’hui de 13 à 30 % étant 
préciser que ces chiffres ne prennent pas en compte le fait que ces dernières ne se traduise pas toujours 
par la naissance d’un enfant (fausses couches, interruptions médicales de grossesse...).  
Néanmoins, l’usage des techniques d’AMP pose incontestablement la question des risques 
encourus pour l’enfant à naître. Plusieurs études de cohorte conduites en France et à l’étranger ont mis 
en évidence une diminution du poids de naissance chez des enfants nés de protocoles de FIV ou 
d’ICSI, non pas seulement en raison de grossesses multiples, mais également en cas de grossesse 
unique (Bergh et al. 1999, Schieve et al. 2002). Par ailleurs, d’autres études montrent que parmi les 
enfants atteints de pathologies liées à l’empreinte parentale, (Beckwith-Wiedemann, Prader Willi, 
d’Angelman, Silver-Russell), la proportion de ceux nés d’AMP est particulièrement élevée (Cox et al. 
2002, Sutcliffe et al. 2006). De plus, il est aujourd’hui reconnu qu’un garçon né par ICSI hérite de la 
stérilité de son père. 
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Dans un contexte où l’incidence des troubles hépatiques n’a cessée d’augmenter ces dernières 
années (29 millions de malades en Europe-données EASL), nos données suggèrent que les acides 
biliaires puissent contribuer au constat encore fragile de l’AMP et ce sur deux aspects : a. celui du 
manque d’efficacité de la FIV en lien avec l’absence de marqueurs efficaces de la qualité des 
spermatozoïdes sélectionnés, b. celui des répercussions de l’AMP sur la santé des enfants qui en sont 
issus. 
   a. Les acides biliaires : marqueurs d’efficacité de l’AMP 
 Au delà de l’infertilité définie par des paramètres purement quantitatifs (diminution du nombre 
de spermatozoïdes, diminution du nombre de fécondations), le traitement de souris par les acides 
biliaires se traduit par une atteinte qualitative de l’épigénome du gamète. Celle-ci conduit notamment 
à des troubles développementaux de la descendance associés à une mortalité in utero. En ce sens, une 
étude clinique menée par Zhou et al. en 2011 a démontré que l’infertilité retrouvée dans le cas 
d’infection à l’hépatite B est associée à un mauvais pronostique lors du recours à un protocole d’ICSI. 
Celui-ci s’explique notamment par un nombre particulièrement élevé de défauts implantatoires des 
embryons corrélé à une diminution du nombre de grossesses efficaces (Zhou et al., 2011). Dans ce 
contexte, nos données suggèrent que la dérégulation des profils d’acides biliaires pourrait contribuer à 
ce constat. 
L’évaluation des profils d’acides biliaires (quantité et composition) dans le sang ou l’éjaculat 
d’homme faisant appel à l’AMP pourrait : 
• permettre de déterminer, chez certains hommes, les causes d’un rendement insatisfaisant, 
• être un marqueur pertinent pour définir la qualité des gamètes sélectionnés,  
• guider le choix de prise en charge en évoquant la notion de risque lié au rendement. 
   b. Les acides biliaires et la question des conséquences sur la descendance 
Nos travaux dans la recherche du lien physiopathologique entre fertilité et troubles hépatiques 
ont ouverts des perspectives, alors inattendues, d’un impact transgénérationnel de l’exposition aux 
acides biliaires. Les petits F1 et F2 issus de mâles nourris par un régime 0,5% CA présentent une 
mortalité postnatale importante, une forte susceptibilité au développement de syndrome métabolique 
(diminution poids du corps, hyperglycémie), ainsi qu’une hypofertilité héréditaire. Cet impact est 
dépendant de la signalisation Tgr5 et l’hypothèse de la transmission d’une altération épigénétique est 
par le gamète est aujourd’hui privilégiée. 
Dans un contexte où les données cliniques estiment à 20% le nombre de personnes atteintes 
du syndrome métabolique et où l’infertilité ne cesse d’augmenter, nos travaux proposent les acides 
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biliaires comme un nouveau facteur transgénérationnel de prédisposition au développement de ces 
pathologies. 
Aussi, nous pourrions soulever la question de la participation du recours à l’AMP dans 
l’amplification de ce phénomène. 
A cet aspect s’ajoute le fait que des agonistes des signalisations FXRα et TGR5 sont 
aujourd’hui envisagés en tant que molécules thérapeutiques dans le cadre de pathologies courantes de 
notre société (obésité, diabète, stéatose hépatique (NASH)). Notre étude permettra dans ce contexte 
d’alerter les instances sanitaires (Agence Nationale de sécurité du Médicament, ANSM) quant-aux 
conséquences de l’accès à de tels traitements sur les fonctions de reproduction. A terme, 
l’identification des mécanismes moléculaires par lesquels les voies TGR5 et/ou FXRα affectent les 
fonctions testiculaires pourrait permettre de définir de meilleures pistes thérapeutiques palliant à l’effet 
négatif de ces derniers sur la fertilité et les futures générations. 
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a b s t r a c t
Bile acids (BAs) are cholesterol metabolites that have been extensively studied these last decades. BAs
have been classiﬁed in two groups. Primary BAs are synthesized in liver, when secondary BAs are
produced by intestinal bacteria. Recently, next to their ancestral roles in digestion and fat solubilization,
BAs have been described as signaling molecules involved in many physiological functions, such as
glucose and energy metabolisms. These signaling pathways involve the activation of the nuclear receptor
FXRa or of the G-protein-coupled receptor TGR5. These two receptors have selective afﬁnity to different
types of BAs and show different expression patterns, leading to different described roles of BAs. It has
been suggested for long that BAs could be molecules linked to tumor processes. Indeed, as many other
molecules, regarding analyzed tissues, BAs could have either protective or pro-carcinogen activities.
However, the molecular mechanisms responsible for these effects have not been characterized yet. It
involves either chemical properties or their capacities to activate their speciﬁc receptors FXRa or TGR5.
This review highlights and discusses the potential links between BAs and cancer diseases and the
perspectives of using BAs as potential therapeutic targets in several pathologies.
! 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction
1.1. Physico-chemical function and biosynthesis: old stories.
With cholesterol, phospholipids and bilirubin, bile acids (BAs)
are the main component of bile. Present in digestive tract during
the meal, they ensure fat solubilization and emulsiﬁcation and thus
promote digestion [1]. This property is mainly due to their
amphipathic nature.
In adult human, around 500 mg of cholesterol are converted into
BAs per day. Their synthesis takes place in liver and involves a series of
enzymatic modiﬁcations of cholesterol at both sterol ring and lateral
side chain. There are two different synthetic pathways. The ﬁrst one,
known as classical pathway, involves CYP7A1 and CYP8B1, the second
named alternative pathway, involves cytochromes CYP27A1 and
CYP7B1. Both syntheses lead respectively to production of so-called
primary BAs: cholic acid (CA) and chenodeoxycholic (CDCA) [2]
(Fig. 1). BAs greatly differ between species. It has to be noticed that
mice present muricholic acids derived from chenodeoxycholic acid
which is more hydrophobic and less toxic for cells than CDCA.
During the entero-hepatic cycle, in distal ileum as well as in
colon, small part of BAs could be deconjugated and enzymatically
modiﬁed by intestinal microﬂora [3]. These transformations lead to
secondary BA, namely deoxycholic acid (DCA) and lithocholic acid
[4], respectively originating from CA and CDCA [4]. By the end,
conjugated BAs represent 98% of the pool.
In liver, primary and secondary BAs are coupled with amine
residues (glycine or taurine) leading to production of amphipathic
bile salts tauro- and glyco-conjugated and stored in gallbladder.
After meal BAs and their conjugates are delivered in duodenum to
facilitate digestion and absorption of fats and liposoluble vitamins
in the intestine throughout the enterocyte barrier (Fig. 2). Indeed,
BAs are transported from apical surface into enterocytes by the
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apical sodium-dependent BAs transporter ASBT (Apical Sodium-
Dependent Bile Acid transporter). Then, BAs are bound to the ileal
BA binding protein IBABP, transported across cell to basolateral
membrane, and exported by the heterodimeric organic solute
transporter OSTa/b [5].
In ileum and colon, the majority of BAs (95%) is reabsorbed and
recycled in liver. Thus, neo-synthesized BAs can be excreted again,
20e40 times during digestion. This recycling mechanism, called
entero-hepatic cycle, involves a system of tightly regulated trans-
porters ensuringnotonly themaintenance of BAsmetabolism, but also
the control of cholesterol homeostasis fromwhich theyare derived [6].
1.2. BAs as cell signaling molecules: a new story begins.
In addition to their mechanical role, BAs have been described as
signaling molecules binding two speciﬁc receptors: the nuclear
receptor Farnesol-X-receptor (FXRa, NR1H4) and G-protein-coupled
receptor TGR5 (GPBAR1, G-protein-coupled bile acid receptor).
1.2.1. The nuclear receptor for bile acids: FXRa
Identiﬁed in liver, intestine, or kidney, FXRa belongs to nuclear
receptor superfamily [7]. More potent ligands for FXRa are CDCA
and its conjugated forms [8]. It acts as an obligatory heterodimer
with retinoid X receptor (RXR). This heterodimer binds to speciﬁc
IR1 (inverted repeat-1) sequences on target gene promoters and
then regulates their transcription. FXRa has been involved in
regulation of many physiological functions. Among them, mouse
model invalidated for Fxra gene (Fxra!/!), allows to highlight its
involvement in regulating BAs biosynthesis and entero-hepatic
cycle [9]. Fxra!/! mice exhibit high BA plasma levels associated
with abnormal hepatic biosynthesis, due to an alteration of FXRa-
mediated negative feed-back on BA biosynthesis. The molecular
mechanisms involved have been described (Fig. 3). In liver, FXRa
represses Cyp7a1 gene expression, a key enzyme of BA biosyn-
thesis. At molecular level, in mouse models, this pathway involves
several othermembers of nuclear receptor superfamily, such as SHP
(Small heterodimer partner, NR0B2), LRH1 (Liver receptor
homolog-1, NR5A2), or LXRa (Liver X Receptor a, NR1H3) [10]. It is
interesting to note that in human, the regulation of Cyp7a1 doesn’t
not exist, what highlights the differences between species [11].
In parallel, FXRa protects liver from toxic effects of accumulated
BAs. In hepatocytes, FXRa decreases BA uptake via repression of
Naþ-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP), organic
anion-transporting polypeptide (OATP)-1 and OATP-4 expressions
[12]. It also promotes BA excretion in bile ducts through tran-
scriptional induction of the speciﬁc BA transporter BSEP (Bile salt
export pump) in hepatocytes [6]. This effect is related to BA
decreased excretion in digestive tract of Fxra mutant mice [9].
FXRa is also involved in controlling lipid and glucose homeo-
stasis as suggested by high plasma triglycerides concentrations
in FXRa!/! mice [13] (Fig. 3). Via a SHP-dependant pathway,
FXRa limits triglyceride synthesis. Indeed, it inhibits the expression
of enzymes involved in triglyceride synthesis such as sterol-
regulatory-element-binding (SREBP1-c), fatty-acid-synthase
(FASN) and stearoyl coenzyme A desaturase-1 (SCD-1) [14]. In
parallel, FXRa controls blood glucose by lowering expression of
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), a key enzyme of
gluconeogenesis, and glucose-6-phosphatase (G6P) involved in
glycogenolysis reactions [15] (Fig. 3).
1.2.2. G-protein-coupled receptor for BAs: TGR5
TGR5 is a member of G-protein-coupled receptors family with
seven transmembrane domains. It has been recently recognized as
BA receptor [16] more particularly for LCA and DCA [17]. TGR5
agonist activates protein kinase-A (PKA) pathway leading to cAMP-
responsive-element-binding protein (CREB) phosphorylation
which induces expression of its target genes, even though most of
these transcriptional targets need to be identiﬁed (Fig. 4).
Expressed predominantly in liver, intestine or brown adipose
tissues, TGR5 has been implicated in regulation of multiple
Fig. 1. Schematic representation of pathways of BA synthesis. BA synthesis takes place in the liver. They are formed from cholesterol. The classical pathway involves among other
cytochromes CYP7A1, CYP27A1 and CYP8B1; alternative pathway involves cytochromes CYP27A1 and CYP7B1. Both lead to the production of primary BAs, cholic acid (CA) and
chenodeoxycholic (CDCA). Then, they are converted into secondary BAs by bacterial ﬂora in the ileum: deoxycholic acid (DCA) and lithocholic [4], respectively.
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metabolic functions. TGR5 knockout mice are predisposed to
obesity in response to high fat diet [18]. This is consistent with the
fact that, in response to BAs, TGR5 promotes energy expenditure
through thyroid hormone T3 activation by the iodothyronine dei-
odinase 2 enzyme (DIO2) [19]. This increases b-oxidation of fatty
acids in brown adipose tissue or skeletal muscle, in mouse and
human cells, and thereby promotes the conversion of fat into
energy. Next to this, it has been demonstrated that, through GLP-1
synthesis regulation in entero-endocrine cells [20], TGR5 partici-
pates in insulin release from pancreas, and then favors glycemia
regulation.
2. Bile acids and gastro-intestinal cancer development
2.1. Esophagus adenocarcinoma
With an incidence increasing in western countries over the past
decades, esophageal cancer is the seventh leading cause of cancer-
related death worldwide [21]. There are two main histological
types of esophageal cancers, squamous cell carcinoma and adeno-
carcinoma. It is now well established that Barrett’s esophagus (BE)
constitutes a major risk factor for esophageal adenocarcinoma (EA)
development [22]. Indeed, recent data consider that patients with
BE disease have an estimated 30e125 fold increased risk of
developing esophageal cancers [23]. BE syndrome is deﬁned by
presence of metaplastic lesions where damaged squamous cells are
replaced by columnar epithelium. This phenomenon occurs during
healing of esophageal mucosal injury typically triggered by gastro-
esophageal reﬂux diseases (GERD) [24e26]. Characterized by an
incompetence of the lower esophageal sphincter and a disturbed
clearance of esophagus, this pathology increases esophagus expo-
sure not only to acidity from stomach but also to BAs from
duodenum [24].
2.1.1. BAs and esophagus diseases
The involvement of BAs in the progression from BE disease to EA
is nowwell established. Indeed, many studies in humans show that
not only concentration, nature but also length of exposure of
mucous membranes to BAs are correlated with the degree of
pathology [24,27,28].
Several surgical models of GERD have been shown to result in EA
development without exogenous carcinogen [29e31]. Further-
more, one study shows that zinc deﬁcient diet containing DCA
supplementation increases reactive oxygen species (ROS) produc-
tion and leads to BE-like lesions in mice [32]. Moreover, ex-vivo and
in vitro experiments, using either biopsies or cell lines derived from
patients with GERD, show that exposure to BAs induces expression
of inﬂammatory mediators (e.g. Interleukin-8 (IL-8), cyclo-
oxygenase (COX-2)), oxidative stress and DNA damage that could
be linked to mutational events leading, over a longer period, to
development of resistant apoptotic cells and ultimately cancer [33].
However, the exact molecular pathways involved remain
unclear. Few studies have investigated the implication of BAs
receptors in the development of BE disease and adenocarcinoma.
2.1.2. Is FXRa involved?
2.1.2.1. FXRa expression and disease progression. The ﬁrst evi-
dence suggesting the involvement of FXRa in BE disease and
Fig. 2. Schematic representation of the entero-hepatic circulation of BAs. Primary BAs neo-synthesized in the liver are conjugated with glycine or taurine. Then, BAs are stored in
the gallbladder and excreted into bile in the duodenumwhere they participate to the digestion of fats. In the ileum, under the action of intestinal bacteria, BAs are deconjugated and
converted into secondary BAs. In the colon, the majority of BAs is reabsorbed and transported by the portal vein to the liver to participate in a new round of digestion. Excess of BAs
is eliminated by the feces.
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Fig. 3. The nuclear receptor FXRa is involved in regulating hepatic lipid carbohydrate and BA metabolisms. FXRa, through its target gene SHP (Small heterodimer partner), regulates
the transcription of enzymes involved in synthesis of BAs and triglycerides [119]. It also participates in the efﬂux of BAs by activating the transcription of BSEP (bile salt export
pump) and the control of gluconeogenesis and glycogenolysis via PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) and G6P (Glucose-6-phosphatase). Note that LXRa controls mouse
Cyp7a1 gene expression and that this regulation doesn’t exist in human. LRH1 (Liver receptor homolog-1), LXR (Liver X receptor), SCD-1 (Stearoyl coenzyme A desaturase-1).
Fig. 4. The G-protein-coupled receptor TGR5 participates in the control of carbohydrate and energy metabolisms. Stimulation of TGR5 activates the adenylate cyclase (AC) and
causes the production of cAMP. Activated protein kinase-A phosphorylates the transcription factor CREB (cAMP-responsive-element-binding protein). The latter induces the
expression of the gene encoding the enzyme DIO2 (deiodinase iodothyronine 2) that induces production of the thyroid hormone T3 and promotes b-oxidation of fatty acid (FA) in
brown adipose tissue or muscle. In the enterocytes, cAMP pathway allows the synthesis of the GLP-1 (glucagon-like peptide-1), thus promoting the release of insulin from the
pancreas.
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adenocarcinoma development was recently report by several
studies showing increased FXRa expression along the progression
from normal esophagus to BE disease [34e36]. In patients with BE
disease, FXRa is overexpressed in both esophageal squamous
epithelium and specialized intestinal BE cells, while almost no
FXRawas found in healthy squamous epithelium. Furthermore, loss
of FXRa expression has been reported in EA probably due to low
grade differentiation [34].
The origin and the signiﬁcance of these changes in FXRa
expression were reported in several clinical and epidemiological
studies. During chronic GERD, squamous epithelium cells are
replaced by intestinal type epithelium. As enterocytes express FXRa,
this modiﬁcation in cell population may in part contribute to the
over-expression described in epitheliumof patientswith BEdisease.
Unlike esophageal epithelium cells, enterocytes are adapted to
transport BAs from lumen back to bloodstream by both apical and
basolateral transporters controlled by FXRa. Recently Dvorak et al.
[37] demonstrate in human that, like FXRa, BA transporters IBAT,
IBABP or multidrug resistance-associated protein 3 (MRP3) expres-
sions are increased in non dysplasia esophageal cells comparedwith
normal squamous epithelium. This suggests an adaptivemechanism
to protect cells from components of reﬂux particularly from BAs.
Interestingly, DCA treatment increases Fxra and IbabpmRNA level in
humanTE7 esophageal cell line suggesting that BAsmay be involved
in the establishment of this adaptive mechanism [36].
On the other hand, decreased mRNA levels of BA transporters
were observed during progression of Barrett’s esophagus and
adenocarcinoma consistent with decreased expression of FXRa
[37]. This decline in transporter expression may be responsible, at
least in part, for the increased cellular damage due to excessive
intraluminal BAs concentrations. Another hypothesis proposes that
this phenomenon may also be considered as a further adaptive
response to high BAs exposure in order to limit DNA damage of
premetaplastic cells [37].
All these data suggest that, through regulation of BA trans-
porters, FXRa controls an adaptative mechanism to lower esoph-
agus exposure to BAs toxicity in BE and adenocarcinoma.
2.1.2.2. FXRa promotes inﬂammation. Chronic inﬂammation of
epithelial cells in GERD was shown to play a key role in the tran-
sition from Barrett’s syndrome to adenocarcinoma.
Chemokines such as macrophage inﬂammatory protein-3a
(MIP3a) or IL-8 have been shown to promote inﬂammatory
response by increasing the inﬂux of immune cells such as neutro-
phils and b-cells [38]. Compared to the squamous epithelium of
Barrett’s syndrome patients, their columnar epithelium displayed
an increase in MIP3a and IL-8 levels with enhanced expression of
FXRa and FXRa targets genes suggesting involvement of FXRa in
initiation and maintenance of the inﬂammatory response in BE
[36].
In line with these data, in vitro experiment shows that exposure
of human esophageal TE7 cell line to DCA results in increased
mRNA levels of MIP3a and IL-8 [36]. Interestingly, pretreatment
with guggulsterone, a natural FXRa antagonist, inhibits this pro-
inﬂammatory response suggesting a direct involvement of FXRa
in the enhanced inﬂammatory reaction seen in patients with BE
[36].
2.1.2.3. FXRa induces apoptosis resistance. Previous studies
demonstrate that the transformation of Barrett’s syndrome to
adenocarcinoma is related to a loss of apoptotic mechanism [39].
Several biopsies analyses indicate reduced apoptosis in BE tissues
which may contribute to progression to EA. This is highlighted by
the expression of proapoptotic and anti-apoptotic signaling mole-
cules such as Bcl-xl or Bax [40]. Moreover, human BE epithelial cells
treated ex-vivowith DCA present resistance to apoptosis compared
to esophageal squamous epithelium [41]. In this context, involve-
ment of FXRa in regulation of apoptosis has been suggested by
in vitro experiments showing that antagonizing FXRa with gug-
gulsterone treatment signiﬁcantly enhances apoptosis in a human
BE-derived cell line [34]. While suggesting the involvement of FXRa
in promoting inﬂammation and resistance to apoptosis, an FXRa-
independent effect of guggulsterone cannot be excluded. Indeed, in
further studies guggulsteronewas shown to suppress the activation
of a nuclear factor-kappa B (NF-kB) induced by tumor necrosis
factor a (TNF-a) and chemotherapeutic agents through inhibition of
IkB kinase (IKK) [42]. By this pathway, guggulsterone leads to
the inhibition of p65 phosphorylation, nuclear translocation, and
down-regulation of target genes involved in anti-apoptosis and
inﬂammatory pathways. However, the precise mechanism by
which guggulsterone leads to IKK inhibition remains unknown and
the hypothesis implicating its FXRa antagonist property remains to
be explored.
2.1.3. Does TGR5 may also be involved?
The potential role of TGR5 in EA tumorigenesis has been
recently discussed for the ﬁrst time byHong et al. [43]. Unlike FXRa,
TGR5 mRNA and protein levels were signiﬁcantly higher in human
EA than in normal esophageal mucosa or Barrett’s mucosa sug-
gesting that it might play a central role in adenocarcinoma
development.
In the human EA cell lines FLO or BAR-T, low dose of TDCA
increases NADPH oxidase NOX-5S expression leading to peroxide
production and increased proliferation rate [43]. Interestingly, in
these cell lines, TGR5 knockdown by siRNA strategy reduces
signiﬁcantly BA induced NOX-5S expression, H2O2 production and
cell proliferation [43]. In contrast, over-expression of TGR5
increases these effects [43].
These data deﬁne TGR5 as a mediator of ROS production and
increased proliferation induced by BA exposure. Thus, TGR5
activity could be involved in evolution of Barrett’s syndrome to
adenocarcinoma.
2.1.4. Conclusion
BAs seem to play important roles throughout the progression of
BE disease leading to EA. FXRa intervenes during early steps leading
to BE disease by promoting inﬂammation and resistance to
apoptosis (Fig. 5).
Regarding TGR5, its high expression in EA suggests its potential
role in adenocarcinoma development. Indeed, mediating ROS
production and increasing proliferation induced by BAs exposure,
TGR5 activity must be involved in evolution of Barrett’s syndrome
to adenocarcinoma (Fig. 6).
2.2. Hepatocellular carcinoma
Hepatocellular carcinoma is the third leading cause of cancer
deaths worldwide. In developed countries, its incidence has
particularly increased in the last twenty years with 500 000 people
affected a year [21]. Hepatocarcinoma is a frequent complication in
patients with cirrhosis caused by chronic inﬂammatory diseases
like non-alcoholic steatohepatitis (NAFL), hepatitis B or C virus.
2.2.1. Role of BAs in hepatocarcinoma
Several evidences show that BAs may be implicated in liver
tumorigenesis. Indeed, child with progressive familial intrahepatic
cholestasis type 2 (PFIC type 2) is predisposed to hepatocellular
carcinoma [44]. This pathology is characterized by a genetic deﬁ-
ciency of the canalicular bile salt export pump BSEP or ABCB11,
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leading to severe cholestasis with elevated serum and liver BA
levels, particularly CDCA and CA.
In vivo experiments on rats show that exogenous administration
of DCA is a relatively strong promoter of the appearance of pre-
neoplastic lesions in hepatocarcinogenesis [45,46]. In wild-type
mice, a 0.2% CA-enriched diet strongly promoted N-nitrosodiethyl-
amine-initiated carcinogenesis [47]. Furthermore a report highlights
that, in rat, elevated BA concentrations in pathological conditions
might act as endogenous promoters of hepatocarcinogenesis [48].
Several in vitro studies report evidences that BAs may affect directly
hepatocytes by inducing ROS production leading to DNA damage
and apoptosis. Hydrophobic BAs like DCA, glucuro-CDCA or tauro-
CDCA have been reported to generate ROS in rat hepatocytes,
human hepatoma cell line or primary human hepatocytes [49e52].
Consistently, treatment of human hepatocarcinoma cells with DCA
induces transcription of genes that respond to oxidative stress
(NF-kB, c-fos, hsp70 and gadd153) or DNA damage (gadd153, hsp70
and c-fos) [53].Moreover, several in vitro strategies using isolated rat
hepatocytes, liver tissue sections or human hepatocarcinoma cell
lines, show that BAs induce apoptosis in liver cells [54e56]. Among
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Fig. 6. Impacts of TGR5 in gastro-intestinal cancers.
Fig. 5. Impacts of FXRa in gastro-intestinal cancers.
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them, three works on rats report that induction of apoptosis by BAs
can be reduced by an anti-oxidant treatment like a-tocopherol or b-
carotene suggesting that this event is caused by ROS production
[51,57,58].
Even if the carcinogenic potential of BAs in liver is well estab-
lished, the precise mechanisms by which they act remains unclear
and involvement of their receptors FXRa and TGR5 are poorly
understood.
2.2.2. Involvement of the nuclear receptor FXRa
2.2.2.1. FXRa: gatekeeper of BAs homeostasis in liver. FXRa plays
a central role in the regulation of liver BAs homeostasis and their
entero-hepatic circulation. This property is mainly due to the
regulation of expression of gene involved in synthesis, conjugation
and transport of BAs.
FXRa activation causes human BSEP up-regulation, the major
excretion transporter of bile acids in hepatocytes [59]. Through
a SHP-dependent pathway, FXRa decreases transcription of genes
that control BAs synthesis like Cyp7a1 [11] or Cyp8b1 [60]. SHP also
affects Ntcp expression, the sodium-dependent bile acid uptake
carrier [61]. Furthermore, FXRa activation by CDCA enhances tran-
scription of UDP-glucuronosyltransferase (UGT) proteins leading to
more hydrophilic and therefore less toxic BA glucuronides [62].
In addition, FXRa activation induces the ileal expression of
ﬁbroblast growth factor (FGF) 15 (FGF19 in human) [63]. Released
into portal vein, this hormone binds its receptor FGFR4 in hepato-
cytes leading to Cyp7a repression and then decreased BA synthesis.
As negative feed-back regulation of BA neosynthesis by FXRa-
FGF15 axis is absent, FXRa null mice were shown to present an
expanded BA pool [64].
This is also of particular interest as FGF19 was implicated in
tumorigenesis. Indeed, FGF19-transgenic mice develop hepatocel-
lular carcinoma (HCC) by 10e12 months. This is associated with an
increased mitotic activity of hepatocytes. The mechanism by which
FGF19 induces this tumorigenesis is not fully understood. However,
through phosphorylation of GSK3b, FGF19 allows b-catenin to
accumulate in the nucleus for activation of genes involved in
proliferation.
Although it is assumed that many, if not all, of the actions of
FGF19 are the same as its mouse orthologous FGF15.
Thus, through its liver and intestinal functions, FXRa contributes
to reduce accumulation of BAs in liver and thus to decrease their
toxicity for hepatocytes.
2.2.2.2. FXRa maintains energy homeostasis in liver. Non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) is one of the most important liver
diseases in western countries characterized by triglyceride accu-
mulation in hepatocytes. In connectionwith pathologies associated
to metabolic syndrome as obesity, insulin resistance or type 2
diabetes mellitus, NAFLD could evolve to liver steatosis leading
progressively to ﬁbrosis, cirrhosis and by the end to hepatocellular
carcinogenesis [4,65].
The involvement of FXRa in liver metabolism regulation was
illustrated by FXRa invalidation in mice resulting in both triglyc-
eride and cholesterol accumulation in liver [9]. Indeed, FXRa was
shown to control lipid homeostasis in hepatocytes through nega-
tive SHP-dependant regulation of sterol-regulatory-element-
binding protein 1c (SREBP1-c) and its target genes such as acetyl
coa carboxylase (ACC) or FAS [14,66]. Additionally, FXRa activation
by 6a-ethyl-chenodeoxycholic acid (6-ECDCA), a potent and
selective semi-synthetic FXRa agonist, protects against liver stea-
tosis in animal models [67].
Indirectly FXRa controls liver cholesterol accumulation by
modulation of Cyp7A1 expression, the rate-limiting enzyme
responsible to cholesterol catabolism into bile acid [10,68].
Moreover, human CYP7A1 deﬁciency results in a statin-resistant
hypercholesterolemia [69].
In addition, FXRa null mice also exhibit glucose intolerance and
insulin insensitivity [70]. Furthermore, activation of FXRa was
shown to decrease blood glucose levels in both diabetic db/db and
wild-type mice [70]. In mouse and human hepatocytes, FXRa
inhibits transcription of gluconeogenic genes such as G6P or PEPCK
in a SHP-dependent manner [71,72].
According to its central role in regulation of both glucose and
lipid metabolisms, FXRa prevents liver metabolic disorders and
their potential to evolve into hepatocarcinoma.
2.2.2.3. FXRa shows anti-inﬂammatory property. Hepatic inﬂam-
mation is closely linked to hepatocarcinogenesis [73,74]. The use of
FXRa null mice demonstrates that liver inﬂammation is prior to
development of spontaneous liver tumors since increased expres-
sion of genes involved in inﬂammation (interferon-gamma (IFN-g),
TNF-a, IL-6, IL-1b) were described before cancer development [47].
During liver pathological conditions such as cholestasis,
inﬂammation has been mainly attributed to NF-kB activation by
hydrophobic BAs [75e77]. Interestingly, recent report demon-
strates that FXRa negatively modulates NF-kB-mediated hepatic
inﬂammation [78].
Hepatic expression of the chimeric protein VP16FXR, a strong
transcriptional activated form of FXRa, suppresses the lipopolysac-
charide (LPS) induced expression of nitric oxide synthases [79],
COX-2 and IFN-g in vivo [78]. Moreover, in vitro experiments using
humanHepG2 cells and primary hepatocyte culture show that FXRa
agonist inhibits NF-kB transcriptional activity by decreasing its
binding to DNA [78]. Furthermore it was demonstrated that NF-kB
reciprocally decreases FXRa transcriptional activity indicating
a negative crosstalk between the FXRa and NF-kB signaling path-
ways [78,80]. The mutual suppression between FXRa and NF-kB
might be an important mechanism to prevent carcinogenesis.
These data reveal that FXRa acts as a negative mediator of
hepatic inﬂammation which may contribute to critical roles in
hepatoprotection and suppression of hepatocarcinogenesis.
2.2.2.4. FXRa ﬁghts against ﬁbrosis. Chronic liver ﬁbrosis is associ-
ated with hepatocarcinogenesis. Interestingly, several clinical
reports show that levels of FXRa expression and transcriptional
activity decrease with ﬁbrosis as the disease progresses to a severe
grade [81]. Consistent with clinical data, histologic signs of liver
ﬁbrosis are observed in FXRa null mice [47,82].
Hepatic ﬁbrosis has been shown to be the consequence of both
increased of extracellular matrix (ECM) and reduced breakdown of
ECM component [83,84]. Hepatic stellate cells (HSCs) are the major
source of ECM in liver and can also participate to its degradation by
the proteolytic enzyme like matrix metalloproteinase-2 (MMP)
[85]. In mouse HSC culture, FXRa activation by 6-ECDCA leads to
SHP-dependent inhibition of tissue inhibitor of metalloproteinase 1
(TIMP-1) expression, a major MMP inhibitor [86]. On the other
hand, TIMP-1 has been involved in both anti-apoptotic and prolif-
erative pathways in HSCs. Thus, its inhibition enhances the
susceptibility of HSCs to apoptogenic stimuli and decreases prolif-
eration. Moreover, activation of the FXRa-SHP pathway, after
administration of 6-ECDCA to cirrhotic rats, reduces liver ﬁbrosis by
increasing HSC apoptotic rate [86].
Thus, by limiting accumulation of HSCs and by promoting ECM
degradation, FXRa protects liver from ﬁbrosis and tumorigenesis.
2.2.2.5. FXRa acts as anti-oxidant factor. Experimental data from
animal models and clinical data from patients with chronic liver
infection suggest that an excess of ROS produced by inﬂammatory
mediators facilitates the progression of liver ﬁbrosis [87,88].
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FXRa has been shown to play a role in the induction of genes
encoding for proteins involved in anti-oxidant defense system
[89e91]. Mice treated with CDCA show increased expression of
anti-oxidant and xenobiotic enzymes due to CCAAT/enhancer
binding protein b (C/EBPb) activation [92]. Moreover, in human
hepatocyte derived cell line, FXRa activation by natural ligand
CDCA or speciﬁc synthetic ligand, induces C/EBPb through
AMPkinase-ERK1/2 pathway [92].
LKB1 belongs to kinase family and has been shown, through
AMPK activation, to play a key role in protecting cells against
mitochondrial dysfunction and ROS production [93]. In a recent
study Lee et al. [94] report that FXRa activation by its speciﬁc ligand
GW4064 increases level and activity of LKB1 both in hepatocyte
culture and mouse liver by reducing levels of its post transcrip-
tional inhibitor Mir-199a-3p.
Thus, by promoting C/EBPb and LKB1 functions, FXRa limits ROS
induced injuries in hepatocytes and protects liver against ﬁbrosis
development and evolution to hepatocellular carcinoma.
2.2.2.6. FXR counteracts apoptosis. Chronic hepatocyte death is
crucial for initiation and progression of liver ﬁbrosis and cirrhosis
[95]. As FXRa null mice exhibit strong cell apoptosis leading to
ﬁbrosis, FXRa was suggested to also protect liver cells from death
[47]. In human hepatoma cell line HepG2, FXRa prevents serum
deprivation-induced apoptosis through MAPK/ERK1/2 survival
pathway [96]. In vivo, starved FXRa null mice present enhanced
apoptosis compared to wild-type mice. This is associated to lower
ERK1/2 phosphorylation status [96]. As discussed previously, FXRa
was shown to inhibit the NF-kB-mediated hepatic inﬂammatory
response. Interestingly, FXRa activation has no negative effects on
NF-kB-activated anti-apoptotic genes, selectively maintaining NF-
kB cell survival response [78].
Thus, by suppressing cell apoptosis and selectively maintaining
cell survival, FXRa plays an additional function in hepatoprotection.
2.2.3. TGR5 involvement
2.2.3.1. TGR5 gatekeeper of energy homeostasis in liver. TGR5 is well
known for its roles in regulation of both energy homeostasis and
glucose metabolism [19,97,98]. Through this, TGR5 is a potential
target for the treatment of diabetes and associated metabolic
disorders such as NAFL that could lead to liver carcinoma
[19,20,97,99].
By inducing energy expenditure in brown adipose tissue (BAT),
Watanabe et al. [19] report for the ﬁrst time that TGR5 activation by
BAs improves glucose tolerance and insulin sensitivity in fat-fed
mice and prevents obesity. Furthermore, TGR5 was shown to
promote mitochondrial oxidative phosphorylation and calcium
inﬂux in murine entero-endocrine cells which result in an
increased secretion of GLP-1 [20], improving insulin secretion in
pancreas cells [97,100].
Thus, by improving metabolic syndrome and then liver
homeostasis TGR5 activation could participate indirectly to prevent
hepatocellular carcinoma development.
2.2.3.2. TGR5 has anti-inﬂammatory property. Metabolic syndrome
is associated with liver chronic inﬂammation, characterized by
abnormal cytokine production and activation of inﬂammatory
signaling pathways such as NF-kB [101e103]. Using LPS-induced
inﬂammation model, recent data show that TGR5!/! mice
exhibit a more severe inﬂammation and liver necrosis compared to
wild-type mice [104]. These phenotypes were associated with
elevated protein levels of NF-kB target such as IL-1b or IFN-g.
Moreover, as it was shown with FXRa, TGR5 activation by 23(S)-
mCDCA treatment suppresses LPS-induced NF-kB pathway in
mouse liver [104].
Moreover, in rat isolated Kupffer cells, resident macrophages in
liver, oleanoloic acid or treatment with TGR5 speciﬁc agonist BR27
were shown to lower LPS-induced cytokine expression such as
IL-1a, IL-1b, IL-6 and TNF-a [105].
Furthermore, the molecular mechanism by which TGR5 activa-
tion down regulates immune functions has been recently assessed.
In vitro studies, carried both in mouse macrophages and in hepa-
tocyte cell lines, show that TGR5 activation by 23(S)CDCA enhances
interaction between b-arrestin2 and IkBa thus reducing the phos-
phorylation of IkBa by IKK and then abolishes NF-kB translocation
into nucleus [104]. In that line, Pols et al. have recently demon-
strated in vivo, in mouse, that activation of TGR5 in macrophages
by 6a-ethyl-23(S)-methylcholic acid (6-EMCA, INT-777), a semi-
synthetic BA, inhibits pro-inﬂammatory cytokine production via
cAMP signaling and subsequent NF-kB inhibition. The inhibition of
atherosclerotic lesion was associated with decreased intraplaque
inﬂammation and less plaque macrophage content [106].
These ﬁndings identify TGR5 as a negative mediator of NF-kB
transcriptional activity preventing chronic liver inﬂammation
diseases.
2.2.3.3. TGR5 is involved in BA induced apoptosis. Pathological BA
accumulation in liver causes hepatocyte injury by inducing
apoptosis and thereby leads to progression of cholestatic liver
disease to cancer [107e110].
Recently, Yang et al. [111] demonstrate the involvement of TGR5
activation in the mechanism of BA induced human hepatocyte
apoptosis. Indeed, in hepatocyte cell line TGR5 stimulation was
shown to promote c-Jun N-terminal kinases (JNK) activation and to
reduce complex formation of JNK with caspase-8. This facilitates
caspase-8 recruitment to death-inducing signaling complex (DISC)
and induction of apoptosis signaling.
Even though, these data need to be conﬁrmed, these observa-
tions suggest that, by inducing apoptosis in hepatocytes, TGR5
should also participate to the genesis and progression of liver
diseases and then contribute to liver carcinogenesis.
2.2.4. Conclusion
Several evidences show that BAs may be implicated in liver
carcinogenesis. FXRa acts at multiple levels highlighting its major
roles to protect hepatocytes. FXRa reduces BAs accumulation in
liver. It will also prevent liver metabolic disorders and their
potential to evolve into hepatocarcinoma. Then FXRa acts as
a negative mediator of hepatic inﬂammation and may contribute to
critical roles in hepatoprotection and suppression of hep-
atocarcinogenesis. In addition, by limiting accumulation of HSC and
by promoting ECM degradation, FXRa protects liver from ﬁbrosis
and tumorigenesis. Thus, by suppressing cell apoptosis and selec-
tively maintaining cell survival, FXRa plays an additional function
in hepatoprotection (Fig. 5).
In parallel, TGR5 mainly acts by improving metabolic syndrome
and then liver homeostasis participating indirectly to prevent
hepatocellular carcinoma development. Indeed, TGR5 is also
deﬁned as negative mediator NF-kB transcriptional activity pre-
venting chronic liver inﬂammation diseases. However, by inducing
apoptosis in hepatocytes, TGR5 could promote genesis and
progression of liver diseases and then contribute to liver carcino-
genesis (Fig. 6).
2.3. Intestine/colon tumor
The estimated number of deaths from colonic cancer is 600 000
per year making it the fourth leading cause of cancer deaths [21].
The pathogenesis of colon cancer in humans is a multistep process
involving both genetic and environmental factors. Among them,
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dietary factors have been implicated in the majority of sporadic
colorectal cancers.
Dietary fat intake appears to be one of the most powerful
promoters in development and progression of colon cancer. While
high ﬁber diet protects against carcinogenesis, several epidemio-
logical studies link high consumption of red or processed meat,
saturated fat intake and colonic cancer risk [112e116].
In rodents, in vivo experiments report that wild-type CB57Bl/6
mice fed a western diet, containing elevated lipids, develop colonic
tumor [117]. Moreover, APCmin/þ mice, predisposed among others
to develop colon cancer, present an increased incidence of carci-
noma and number of invasive tumors when they are fed a high fat
diet [118,119].
2.3.1. Involvement of BAs in intestine/colon tumorigenesis
The potential role of BAs in enteric cancers is highlighted by the
fact that people who consume western diet are more sensitive to
colon cancer development and display increased fecal BA concen-
trations, mainly secondary BAs as DCA and LCA [120,121]. This
suggest that exposure of colorectal epithelium to high concentra-
tions of BAs appears to be an etiologic factor in colorectal
carcinogenesis.
Several studies report that exposure of colon cells to BAs leads to
ROS production that cause DNA damage, mutation or apoptosis.
Indeed, hydrophobic acids, DCA and LCA, induce ROS in rodent
colonic mucosa cell or in human adenocarcinoma cell lines like
HCT-116 or CACO-2 [122e126]. In that line, numerous studies
describe that secondary BAs induce DNA damage in colon cells
consecutive to oxidative stress. Indeed, DCA treatment of human
colon adenocarcinoma cells HCT-116 induces the expression of the
DNA repair protein breast-cancer 1 (BRCA-1) [127] and DNA
damage inducible gene GADD34/45/153 [128]. Moreover, major
oxidative DNA damage, 8-OH-dG, increases in colon epithelial cells
of DCA-fed mice for 8 months [123].
Next to this, a large number of reports shows that secondary BAs
could also induce apoptosis in several human adenocarcinoma cell
lines probably due to DNA damage accumulation [128e131].
Studies from other laboratories indicate a paradoxical prolifera-
tive action of BAs on cell lines. In human colon cancer cell line (H508
cells), taurine and glycine conjugates of LCA and DCA induce cell
proliferation through the M3 muscarinic receptor-dependent
pathway and transactivation of epidermal growth factor receptor
(EGFR) [132]. Furthermore, lowconcentrations ofDCA (5 and50 mM)
signiﬁcantly increase b-catenin activation and cyclin-D1 expression
and enhance colon cancer cell proliferation and invasiveness [133].
Thus, chronic exposure of colon epithelial cells to low concen-
trations of hydrophobic BAs can result in gene mutation and
constitutive activation of pro-survival stress-response pathways.
This could instigate cancer development. In line with this, DCA
administration in a rat model of colonic carcinogenesis signiﬁcantly
increased the incidence of K-ras point mutation and proliferation
index in colon tumors [134].
2.3.2. Is FXRa involved in this tumor?
2.3.2.1. FXRa: gatekeeper of BA homeostasis in intestine. As in
hepatocytes, concentrations of BAs within enterocytes are tightly
regulated in order to protect cells against BAs toxicity. In intestinal
cells, FXRa activation decreases BA absorption by repressing the
expression of human IBAT [135]. In line with this ﬁnding, FXRa#/#
mice display enhanced intestinal BA absorption [64]. Furthermore,
FXRa promotes BA transport through enterocytes and excretion
into the portal system by enhancing respectively the expression of
IBABP [64,136] and OSTa/b in basolateral side [137,138].
Interestingly, it has been demonstrated that human and mouse
vitamin-D nuclear receptor (VDR) can also bind LCA [139]. This
leads to the activation of a feed-back catabolic pathway that
increases CYP3A expression and leads to detoxiﬁcation of LCA. This
suggests that another pathway involving a nuclear receptor could
protect intestine from the potentially harmful effects of LCA.
Thus, by maintaining intestinal BA pool size FXRa/VDR play key
role in preventing chronic injuries and inﬂammation that could
lead to carcinogenesis.
2.3.2.2. FXRa ﬁghts against inﬂammation. Inﬂammatory bowel
diseases have been shown to predispose to intestinal cancer
development. Ulcerative colitis and Crohn’s disease are typical
chronic intestinal inﬂammation characterized by deregulations of
mucosal immune system and bacterial overgrowth compromising
intestinal epithelial barrier function and leading to systemic
infection [140,141]. Interestingly, colon inﬂammation in patients
with a Crohn’s disease and in rodent models of colitis is associated
with reduced expression of Fxra mRNA providing evidence that
FXRamay play a central role in protecting intestine against chronic
injuries and forward carcinogenesis [142e144]. In addition, FXRa
expression was inversely correlated to progression of human
colorectal cancers and degree of malignancy of human colon cell
lines [145].
Consistently, compromised intestinal architecture was observed
in FXRa#/#mice. This seems to be related to an excessive immune
response and high expression levels of IL-6, IL-1b or TNF-a [47,82].
This phenotype appears to be independent of elevated BA
concentrations observed in these mice since administration of
cholestyramine does not modify their intestinal tumor suscepti-
bility [47]. Last, FXRa deﬁciency results in increased sensitivity to
tumorigenesis in both APCmin/þ or azoxymethane (AOM)-induced
colon carcinogenesis mouse models [146].
Moreover, FXRa activation decreases the severity of inﬂamma-
tion and improves colitis symptoms in several surgical or chemical
murine colitis models. Bile duct ligation in mice induces colitis that
could be reversed by GW4064 administration [147]. INT-747 treat-
ment has been shown to prevent inﬂammation in animal models of
dextran sodium sulfate (DSS) or trinitrobenzenesulfonic acid
(TNBS)-induced colitis with preservation of the intestinal epithelial
barrier function and reduction of goblet cell loss [148]. In addition, in
mouse expression of microbicidal genes like Angiogenine1 (Ang1)
was shown to be promoted after FXRa activation [147].
The ability of FXRa to regulate intestinal inﬂammation was
described at several molecular levels including both anti-
inﬂammatory response in enterocytes and functions of intestinal
innate immunity [148].
2.3.2.2.1. FXRa activation controls inﬂammatory response in
enterocytes. NF-kB activation has been identiﬁed as a key factor in
pro-inﬂammatory response to chronic intestinal diseases [149].
Consistent with described pro-carcinogen property of BAs, recent
report reveals that DCA induces constitutive NF-kB activation in
human colon epithelial HCT-116 cells through multiple mecha-
nisms involving, among others, the terminal mitochondrial respi-
ratory complex IV [124].
In HT29 and Caco-2 human enterocyte cell lines, GW4064
treatment abolished the TNF-a-mediated induction of IL-1b
expression by decreasing NF-kB transcriptional activity [148].
Moreover, FXRa target genes were repressed by pro-inﬂammatory
stimuli and NF-kB in enterocyte cell line or in ex-vivo ileal samples
of mice [150]. The authors propose a physical interaction between
NF-kB and FXRa that may be involved in reciprocal repression for
binding promoter sequences of their respective target genes.
2.3.2.2.2. FXRa activation controls mucosal immune system. In
addition, FXRa agonist in activated immune cells negatively regu-
lates inﬂammatory cytokine expression. Indeed, FXRa activation
reduces inﬂammatory signaling in activated human peripheral
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blood mononuclear cells, puriﬁed CD14 monocytes and dendritic
cells, as well as in lamina propria mononuclear cells from patients
with intestinal chronic inﬂammation [148]. Interestingly, in DSS or
TNBS-induced colitis mice, FXRa agonist counteracts expression of
pro-inﬂammatory genes such as TNF-a or IL-1b, both NF-kB tran-
scriptional targets [148]. Moreover, addition of INT-747 signiﬁ-
cantly decreases TNF-a secretion in different mouse immune cell
type such as monocytes or dendritic cells [144].
Recently, using mouse Fxr!/! mice, Vavassori et al. describe
a molecular mechanism whereby FXRa could inhibit immune
function through NF-kB transcriptional activity repression [144].
Indeed, treatment of LPS-activated macrophages with INT-747
results in stabilizing the nuclear co-repressor NCOR on the NF-kB
responsive element of the IL-1b promoter. Thus, immune cell
modulation by FXRa may be responsible for intestinal inﬂamma-
tion improvement.
By preventing cytokine expression, FXRa decreases the
recruitment of an excess of inﬂammatory cells to the intestinal
mucosa preserving barrier permeability. Furthermore, in vitro
experiment suggests a direct role of FXRa in maintaining intestinal
barrier integrity independently of its anti-inﬂammatory function.
Indeed, FXRa activation protects against DSS-induced permeability
in Caco-2 cell monolayer [148]. However the potential involvement
of FXRa in controlling expression and localization of tight junction
proteins remains unknown.
2.3.2.3. FXRa: from anti-inﬂammatory to anti-proliferative func-
tion. In addition, FXRa was shown to control enterocyte balance
between proliferation and apoptosis. Two-month old FXRa null
mice exhibit an expansion of basal proliferative intestinal
compartment concomitantly with increased protein levels of b-
catenine, c-myc and cyclin-D1 [146]. Furthermore, in nude mice,
reactivation of FXRa in injected intestinal cancer cell increases
apoptotic events, reduces proliferation and blocks growth of
xenograft [151].
LS174T human colon adenocarcinoma cells infected with the
chimeric protein VP16FXRa present increased mRNA levels of FXRa
target gene Shp paralleled with increased expression of proapo-
ptotic genes such as Fas or Fadd [151]. Moreover, decreased mRNA
levels of anti-apoptotic Bcl2 and pro-inﬂammatory gene Tnf-awere
observed. In addition, GW4064 was able to activate apoptosis in
both human colon HT29 cells and normal intestinal mucosa in vivo
[151].
In mouse liver, TNF-a production by activated macrophages was
shown to promote Wnt/beta-catenin signaling through inhibition
of glycogen synthase kinase 3 b (GSK3b), which may contribute to
tumor development [152]. Thus, by repressing mucosal inﬁltration
of activated macrophages and then TNF-a signaling, FXRa could
contribute to decrease Wnt signaling in enterocytes and prevent
proliferation and tumor development.
Consistent with decreased level of FXRa, data indicate that
ileal expression of the FXRa target gene Shp is markedly lowered
(50%) in patients with Crohn’s colitis [150]. As it was described in
human breast carcinoma and leukemia cell lines as well as in
mouse embryonic cells, Shp suppresses cell proliferation and
promotes apoptosis [153,154]. Inversely, loss of Shp expression
inhibits 3-(1-adamantyl)-4-hydroxyphenyl]-3-chlorocinnamic acid
(3-Cl-AHPC)-mediated apoptosis in both mouse and human cells
[154]. Thus, by decreasing TNF-a production and promoting Shp
expression, FXRa could maintain intestinal homeostasis and
preserve from carcinogenesis.
2.3.3. Is there a role of TGR5 in intestinal diseases?
2.3.3.1. TGR5 shows anti-inﬂammatory function. Few are known
about the role of TGR5 on the pathogenesis of human inﬂammatory
bowel disease. Recently, loss of function mutation of the Tgr5 gene
was associated with ulcerative colitis [155]. Conversely, Crohn’s
disease patients exhibited an increased expression of TGR5
compared to non-inﬂamed colon [67]. This observation was mainly
attributed to excess recruitment of immune cells which express
TGR5 in intestinal mucosa.
TGR5 null mice aged from 12 months present altered colonic
histology with increased recruitment of mononuclear cells associ-
ated with disruption of intestinal barrier architecture and increased
expression and mislocalisation of Zonula-occludens 1 (Zo1) [67].
In addition, systemic administration tomousemodel of colitis of
ciproﬂoxacin or oleanoloic acid, both well characterized TGR5
agonists, protects against development of local signs of colonic
inﬂammation and reduces expression of inﬂammatory mediators
such as IL-6, TNF-a and IFN-g [67].
In vitro studies have provided evidences that TGR5 exerts
negative regulation of immune cells functions. BAs inhibit LPS-
induced cytokine expression in Kupffer cells via TGR5-cAMP
dependent pathways [105]. In RAW macrophage oleanoloic acid
leads to reduced TNF-a release [67].
Thus through regulation of immune function, TGR5 protects
intestine from chronic inﬂammation and prevents carcinogenesis.
2.3.3.2. TGR5 and intestinal motility. In a recent study, Poole et al.
[156] report that TGR5 is localized in the enteric nervous system
prominently expressed by inhibitory motor neurons in both colon
and proximal small intestine mediating the effects of BAs on
intestinal motility. In vivo, luminal administration of DCA inhibits
gastric emptying and small intestinal transit. Furthermore, DCA
inhibits spontaneous phasic activity of isolated segments of ileum
and colon induced by a neurogenic, cholinergic and nitrergic
mechanism [156].
Alternatively, releasingGLP-1 fromentero-endocrine L-cells, TGR5
activation leads indirectly to inhibition of proximal gut transit [157].
Thus TGR5 could play a role in increased exposure of intestinal
mucosa to BA toxicity and then in inﬂammatory bowel disease and
carcinogenesis.
2.3.4. Conclusion
By maintaining BA pool size in intestine, FXRa prevents chronic
injuries and inﬂammation that could lead to carcinogenesis. In
addition, the ability of FXRa to maintain intestinal homeostasis
includes both control of inﬂammatory response in enterocytes and
regulation of intestinal innate immunity functions. In addition and
by this way, FXRa also controls the balance between proliferation
and apoptosis of enterocytes. Moreover, FXRa preserves intestinal
barrier permeability by decreasing recruitment of inﬂammatory
cells to the intestinal mucosa (Fig. 5).
Regarding TGR5, it regulates immune function and protects
intestine from chronic inﬂammation and prevents carcinogenesis.
However, by inhibiting gastric emptying and small intestinal
transit, TGR5 could increase exposure of intestinal mucosa to BA
toxicity and then inducing inﬂammatory bowel disease and carci-
nogenesis (Fig. 6).
3. Conclusions and perspectives
BAs represent the main cholesterol catabolites. Their synthesis
take place in liver and their entero-hepatic cycle importance has
been known for decades. They ensure fat solubilization and emul-
siﬁcation and thus promote digestion.
In addition to this mechanical role, BAs have been described as
signaling molecules. They act through the binding of two speciﬁc
receptors: the nuclear receptor FXRa and the membrane receptor
TGR5. The identiﬁcation of these two receptors has recently opened
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a new ﬁeld of research in order to deﬁne if these receptors could be
potential pharmacological targets. In this line, interesting data have
been obtained in vitro or in rodent models suggesting that BA
receptors could be targeted for pathologies such as diabetes and
obesity. However, it is also important to explore their potential role
in cancer development as altered BA concentrations have been
associated with tumor process since many decades [158].
Within this review we report the involvement of BAs through
both receptors in pathologies of the gastro-enteric tract and more
precisely tumor development. The analyses of human data as well
as ex-vivo and transgenic mouse models combined with pharma-
cological approaches help to deﬁne the exact role of BAs in these
pathologies.
It is well known that BAs per se show detrimental effects due to
their chemical properties (detergent) that can lead to DNA
damages. However, through the activation of both receptors, BAs
could have paradoxical activities depending on considered tissues
(Figs. 5 and 6). Thus, if in esophagus FXRa might exert deleterious
effects promoting inﬂammation and resistance to apoptosis, these
effects are opposite in liver and intestine, where it counteracts
cancer development. Concerning TGR5, if its high expression is
associated to esophagus adenocarcinoma, it seems to have more
complex roles in liver and intestine carcinogenesis.
If genetic predisposition seems to be involved like for many
other diseases, lifestyle must play an important role on develop-
ment of these cancers. Indeed, limiting fat and meat will maintain
BA homeostasis lower and thus reduces their cell toxicity. More-
over, these studies are of major importance as they are dealing with
pathologies whose incidences are increasing every year. Altogether
this suggests that we need to clearly identify all the involved
pathways activated by BAs through both FXRa and TGR5. It also
highlights the complexity of the system as activation of a receptor
could lead to both beneﬁc and deleterious effects depending on the
considered pathology.
Moreover, strategy to generate pharmacological drugs to treat
diseases is even more difﬁcult as these receptors are essential for
normal physiology. Thus, it will not be as simple to speciﬁcally
target one BA receptor rather than the other. Thus, we need to
develop strategy to speciﬁcally act on one receptor in speciﬁc cell
type. We will also need to take into consideration the patient
history (genetic, environment, feeding habits.). Thus we might
develop in the future personalized therapeutic. This is a challenging
opened ﬁeld for future research that will require to intercross
chemicalephysicalebiological as well as clinical research areas.
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steroid receptors. In this review, we discuss the potential 
impacts of bile acid (BA), through its interactions with ster-
oid metabolism, on glucose metabolism, sexual function, 
and prostate and breast cancers. Although several of the 
published reports rely on in vitro studies, they highlight the 
need to understand the interactions that may affect health. 
This effect is important because BA levels are increased 
in several pathophysiological conditions related to liver 
injuries. Additionally, BA receptors are targeted clinically 
using therapeutics to treat liver diseases, diabetes, and 
cancers.
Keywords FXRα · Bile acid · Steroids · Physiologic 
functions
Bile acids
Biosynthesis and physico-chemical function
Bile acids (BAs) are the main constituent of bile. BAs are 
present in the digestive tract during a meal and ensure solu-
bilization and emulsification of fat, thus helping digestion 
[1]. They are produced in the liver from cholesterol through 
a series of enzymatic modifications. There are two different 
synthesis pathways that share common enzymes. The first, 
named the classical pathway, involves the P450 CYP7A1 
and CYP8B1 cytochromes, among others. The alternate 
pathway involves cytochromes CYP27A1 and CYP7B1. 
Both pathways result in the production of the so-called pri-
mary BAs cholic acid (CA) and chenodeoxycholic (CDCA) 
[2]. Before being excreted by the hepatocytes, BAs are, in 
part, combined with amine residues (glycine or taurine) 
leading to the production of bile salt-, tauro-, or glyco-con-
jugates. Primary BAs and their conjugates are stored in the 
Abstract Bile acids are cholesterol metabolites that have 
been extensively studied in recent decades. In addition to 
having ancestral roles in digestion and fat solubilization, 
bile acids have recently been described as signaling mol-
ecules involved in many physiological functions, such as 
glucose and energy metabolisms. These signaling pathways 
involve the activation of the nuclear receptor farnesoid X 
receptor (FXRα) or of the G protein-coupled receptor 
TGR5. In this review, we will focus on the emerging role 
of FXRα, suggesting important functions for the receptor 
in steroid metabolism. It has been described that FXRα is 
expressed in the adrenal glands and testes, where it seems 
to control steroid production. FXRα also participates in 
steroid catabolism in the liver and interferes with the ster-
oid signaling pathways in target tissues via crosstalk with 
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gallbladder and are discharged during a meal into the duo-
denum to facilitate the digestion of fats and their passage 
through the enterocyte barrier.
In the ileum, BAs are partially deconjugated and are 
modified by enzymes of the intestinal flora [3]. These 
transformations lead to the synthesis of secondary BAs. 
Thus, deoxycholic acid (DCA) and lithocholic acid (LCA) 
are derived from CA and CDCA, respectively.
In the ileum and colon, the majority of BAs (95 %) are 
reabsorbed for recycling in the liver. Thus, the newly syn-
thesized BAs will again be excreted during several rounds 
of digestion. This recycling mechanism, named enterohe-
patic circulation, involves a system of finely regulated car-
riers to maintain the homeostasis of BAs and cholesterol 
from which the BAs originate [4].
In addition to this mechanical function, BAs have been 
described as molecules that signal through two receptors: 
the nuclear farnesoid X receptor alpha (FXRα; NR1H4) 
and the membrane receptor TGR5 (GPBAR1, G protein-
coupled bile acid receptor).
Here, we will focus on the potential involvement of 
FXRα and bile acids on steroid metabolism.
The nuclear receptor of BAs: FXRα
FXRα is a member of the nuclear receptor family [5]. This 
receptor was isolated from mouse livers in a screen of pro-
teins searching for proteins that interact with the receptor of 
9-cis retinoic acid (RXR) and thus was previously named 
RXR-interacting protein 14 (RIP14) [6]. It was renamed 
FXRα because it was shown to be activated by farnesol, an 
intermediate of the mevalonate pathway. FXRα regulates 
transcription through heterodimerization with RXR, and 
binds specific sequences on the promoter of target genes, 
named the FXR-response elements (FXREs), to regulate 
transcription. These sequences are composed of two copies 
of a six-nucleotide sequence (AGGTCA) that are arranged 
as inverted repeat motifs separated by one base (IR-1) [7]. 
Other FXREs have been described, including IR0, IR8 
(separated by zero or eight base pairs, respectively), ER8 
(an everted repeat motif) and DR1 (a direct repeated motif), 
but these response elements have a lower affinity than IR-1. 
If the FXRα/RXR heterodimer enhances transcription, 
it seems as FXRα can also repress transcription through 
potentially negative FXREs [8–10].
FXRα has also been shown to bind to certain genes as a 
monomer or a homodimer on negative FXREs [11]. These 
mechanisms are not yet fully understood.
FXRα/RXR is a permissive heterodimer, as ligands of 
both partners can synergize to regulate the transcription 
of target genes. In 1999, BAs were identified as ligands 
of FXRα [12–14]. This led to the renaming of FXRα as a 
“bile acid receptor” (BAR). The preferred ligands of FXRα 
are CDCA and its conjugated derivatives [15, 16]. Different 
bile acids have different potencies in regard to the activa-
tion of FXRα. The potencies are as follows, in decreasing 
order: (1) CDCA, (2) DCA, (3) LCA, (4) CA [13].
Human and mouse genes encode four isoforms of 
FXRα: FXRα1 (RIP14-2), FXRα2, FXRα3 and FXRα4 
(RIP14-1) [17, 18]. The mouse FXRα gene is located on 
chromosome 10 C2, and the human FXRα gene is located 
on chromosome 12q23.1. These genes are composed of 11 
exons and ten introns. The isoforms result from two alter-
nate promoters that initiate transcription at either exon 1 
or exon 3 [17, 19]. The alternative promoters at exon 1 or 
exon 3 regulate the expression of FXRα1 and FXRα2 or 
FXRα3 and FXRα4 transcripts, respectively. The FXRα3 
and FXRα4 isoforms possess longer N-terminal regions 
than do FXRα1 and FXRα2. The isoform differences could 
impact the efficiency of the “activation function 1 domain” 
(AF-1) for interacting with cofactors. In the FXRα 1 and 
3 isoforms, exon 5 is differentially spliced compared to 
FXRα 2 and 4. This alternative splicing event results in 
the addition of four amino acids (MYTG) adjacent to the 
DNA-binding domain in the hinge domain. The four FXRα 
isoforms present a degree of specificity at the mRNA level, 
which affects protein structure. However, all isoforms con-
tain the classical domains of nuclear receptors, including 
the dimerization interface, the ligand binding domain, the 
DNA-binding domain, and the ligand-dependent activation 
function (AF-2) domain at the C-terminus. Indeed, the iso-
forms indicate classical activation by RXR and FXRα ago-
nists, but could differentially regulate the expression of tar-
get genes in vitro [19, 20, 21]. Moreover, the isoforms are 
expressed in a tissue-specific manner.
The heart and adrenal glands express only FXRα1 and 
FXRα2. These isoforms are expressed at low levels in the 
lung and white adipose tissue. FXRα3 and FXRα4 are 
expressed in the kidney and stomach [22]. Volle et al. [23] 
showed the expression of FXRα in the testis, specifically 
in the interstitial compartment. This result was supported 
by a further study on testicular cell lines [24]. In humans, 
Bishop-Bailey et al. [25] showed expression of FXRα in 
biopsies of cardiac muscle, the small intestine and the adre-
nal glands. The liver and adrenal glands express FXRα1 
and FXRα2 exclusively, while the kidney and the colon 
express FXRα3 and FXRα4. All four isoforms are found 
in the small intestine and duodenum. FXRα is detected in 
human immune cells, peripheral blood mononuclear cells 
and subsets of lymphocytes and monocytes [26, 27].
These expression patterns of FXRα suggest that it might 
have major physiological roles. The use of a mouse model 
lacking the gene encoding FXRα (FXRα−/−) highlights 
the involvement of FXRα in many physiological functions 
(digestion, immunity) and diseases, such as diabetes and 
cancers [28]. The first described roles of FXRα were the 
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regulation of the enterohepatic cycle and the regulation of 
BA biosynthesis [29]. Fxrα−/− mice exhibit high plasma 
concentrations of BAs, highlighting the critical role of 
FXRα in the repression of Cyp7a1, which codes for a key 
enzyme in BA biosynthesis. At the molecular level, this 
pathway involves several members of the nuclear recep-
tor superfamily, such as SHP (small heterodimer partner), 
LRH1 (Liver receptor homolog-1), and LXRα (Liver X 
receptor) [30, 31]. In parallel, FXRα protects the liver from 
the toxic effects of the accumulation of BAs, promoting the 
excretion of BAs into the bile by the transcriptional induc-
tion of specific transporter Bsep (bile salt export pump) 
[32]. Fxr−/− mice consistently show decreased excretion 
of BAs in the digestive tract [29]. In the intestine, FXRα 
induces the expression and secretion of fibroblast growth 
factor 15/19 (FGF15/19) into the portal circulation. 
After binding with the fibroblast growth factor receptor 4 
(FGFR4) in the liver, FGF15/19 represses the enzymes of 
BA synthesis [33].
FXRα is also involved in the control of lipid and car-
bohydrate metabolism [11]. Its action in the liver limits 
triglyceride production through the repression of genes 
such as stearoyl coenzyme A desaturase [34]. Consistently, 
Fxrα−/− mice show high plasma triglyceride concentra-
tions. In addition, FXRα also controls glucose metabolism 
through the regulation, in the liver, of phosphoenolpyruvate 
carboxykinase and glucose-6-phosphatase genes encoding 
key enzymes of gluconeogenesis and glycogenolysis [35].
Crosstalk between bile acids and steroid metabolism
In addition to the primary roles of bile acids, many recent 
studies have reported potential connections between bile 
acids and steroid metabolism.
It has recently been demonstrated that steroids can con-
trol bile acid homeostasis. For example, long-term therapy 
with glucocorticoids (GC) presents several limitations due 
to side effects such as hyperglycemia or insulin resistance. 
Cholestasis remains a major side effect. BA serum levels 
are correlated positively with serum GC concentrations in 
humans. Increased GC levels in Cushing’s patients were 
associated with elevated BA levels [36]. Furthermore, 
hepatic GC receptor deficiency in mice resulted in a reduc-
tion of the hepatic BA pool in obese mice [37].
Similarly, estrogens are thought to contribute to the eti-
ology of intrahepatic cholestasis during pregnancy, which 
is associated with an increase in the total bile acid pool 
[38]. This disease usually develops in the third trimes-
ter of pregnancy when concentrations of estrogens are the 
highest. These patients can develop cholestasis outside 
pregnancy when they are taking oral contraceptives con-
taining 17αethinyloestradiol. High doses of estradiol and 
its metabolites also cause cholestasis in rodents, and mice 
lacking estrogen receptors are resistant to these effects 
[39, 40].
In this review, we will discuss data indicating that bile 
acids can regulate steroid homeostasis and interfere with 
steroid signaling pathways through FXRα. This hypothesis 
relies on studies demonstrating that FXRα is expressed in 
many steroidogenic tissues. Moreover, bile acids, FXRα 
ligands, and steroids are derived from the same precursor 
molecule (cholesterol). Although several of the reported 
data rely on in vitro studies, they highlight the need to 
understand these interactions because they may affect 
health.
Impact of bile acids on glucocorticoid pathways
Glucocorticoids are produced by the adrenal glands and 
are essential for life. In humans, cortisol is the most 
important glucocorticoid (GC). The name of the GCs is 
based on their well-established roles in glucose metabo-
lism during the stress response. GCs are involved in the 
stimulation of gluconeogenesis, particularly in the liver, 
the mobilization of amino acids from extrahepatic tissues, 
the inhibition of glucose uptake in muscle and adipose tis-
sue, as well as the stimulation of fat breakdown in adi-
pose tissue [41]. GCs regulate or support cardiovascular, 
metabolic, immunologic, and homeostatic functions. The 
adrenals also produce mineralocorticoids, mostly aldos-
terone. The main target of aldosterone is the distal tubule 
of the kidney, where it stimulates the exchange of sodium 
and potassium.
The potential role of FXRα in adrenals was expected as 
it was described to be highly expressed in the adrenocorti-
cal cells of the zona fasciculata [42, 43]. These potential 
interactions with GC metabolism could be either at the 
level of GC synthesis, catabolism, or either through the 
alteration of their physiological functions.
Glucocorticoid synthesis
As summarized in Fig. 1, the impact of FXRα on GC syn-
thesis was recently demonstrated. Fxrα−/− mice show the 
same plasma glucocorticoid concentrations as wild-type 
mice, suggesting that FXRα might not be involved in the 
regulation of the adrenal steroidogenesis under normal 
conditions. However, FXRα might have an impact in adre-
nal physiology in mice [44], as its activation increases the 
expression of scavenger receptor class B, member 1 (SR-
BI), which is involved in the transport of cholesterol esters, 
the specific cellular cholesterol pool used for steroidogene-
sis [45]. C57BL6 female mice treated with GW4064, a syn-
thetic FXRα agonist, have an increased plasma corticoster-
oid concentrations [46].
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In the human adrenocortical cell line H295R, the use of 
GW4064 and CDCA shows that FXRα positively regulates 
the expression of 3β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 
(HSD3B2). This regulation does not exist in mice, which is 
consistent with the fact that no FXRE was identified in the 
mouse Hsd3β1 promoter region, the orthologue of human 
HSD3B2 gene [47].
Glucorticoid catabolism
In target tissues, the concentration of steroids results from 
the equilibrium between synthesis and catabolism pro-
cesses. The efficiency of GCs relies on an inactivation or a 
degradation of the steroids.
Cellular availability The ability of cells to respond 
to glucocorticoids and aldosterone is dependent on 
11β-hydroxysteroid dehydrogenases (11betaHSDs), which 
catalyze the reversible conversion of physiologically active 
glucocorticoids to the inactive 11-ketometabolites. There 
are two isoforms of the 11β-hydroxydeshydrogenease: 11β-
HSD1 and 11β-HSD2, and 11β-HSD deficiency is responsi-
ble for the hypermineralocorticoid, which results in hyper-
tension.
There is much evidence to suggest that bile acids are 
able to enhance the intracellular availability of cortisol by 
abrogating the 11β-HSD2 activity. BA-dependent inhibi-
tion of 11βHSD2 enzyme activity was demonstrated using 
total renal microsomes. Various BAs, such as CDCA and 
DCA, are able to inhibit the oxidative activity of 11βHSD2. 
However, in vitro studies suggest that CDCA might affect 
the activity of 11β-HSD2 in HEK-293 cells only at very 
high non-physiological concentrations. Consistently, the 
induction of cirrhosis by bile duct ligation decreased the 
transcriptional levels of the 11β-HSD enzyme (Fig. 2). 
Inhibition of 11βHSD2 may contribute to the sodium reten-
tion and potassium excretion observed in patients with liver 
cirrhosis or cholestasis [48, 49].
In agreement with reports showing that bile acids can 
inhibit both 11β-HSD isoforms in various tissues, it was 
demonstrated that CDCA inhibited 11β-HSD1 in Leydig 
cells [50]. It can be hypothesized that FXRα can regulate 
the impact of cortisol in Leydig cells through the regulation 
of 11β-hydroxysteroid dehydrogenase 1 (Fig. 2). It is well 
established that glucocorticoids play a critical role in the 
control of Leydig cell function. High levels of glucocorti-
coids are associated with a reduced circulating testosterone 
level and with reproductive dysfunction [51, 52]. It has 
been reported that excess corticosterone reduces the expres-
sion and activity of 3β-hydroxysteroid dehydrogenase (3β-
HSD) and 17β-hydroxysteroid dehydrogenase (17β-HSD) 
in adult rat Leydig cells in vivo and in vitro [53].
Glucocorticoid degradation Glucuronidation is catalyzed 
by enzymes belonging to the uridine 5, diphosphate glucu-
ronosyl transferase family (UGT) [8, 54]. These enzymes 
have been divided into two major subfamilies, UGT1A and 
UGT2B, based on their amino acid sequence homology. The 
UGT2 family includes enzymes that are able to glucuroni-
date both bile acids and steroids.
Expressed in the liver, kidney, brain, and gastrointesti-
nal tract, UGT2B7 is considered the major human miner-
alocorticoid and glucocorticoid metabolizing UGT enzyme 
(Fig. 2). It has also been demonstrated that a single muta-
tion in this gene greatly affects the level of aldosterone 
glucuronidation.
Ugt2b7 expression seems to be repressed by LCA 
treatment in vitro. LCA-FXRα activation dramatically 
Fig. 1  Schematic representation of FXRα impact on steroid synthe-
sis. In the testes, FXRα regulates the synthesis of both androgens 
and estrogens through the inhibition of the steroid acute regulatory 
proteins, cytochrome P450A1, 3β-hydroxydehydrogenase, and aro-
matase. This effect can lead to altered male fertility or sexual matura-
tion at puberty. In the adrenal glands, the impact of FXRα on steroid 
synthesis is mediated through the regulation of the Srb-1 gene, lead-
ing to increased cholesterol mobilization for steroid synthesis and reg-
ulation of 3β-hydroxydehydrogenase type 2 in human adrenal cells. 
This effect can result in hypercorticosteroid or hypermineralocorti-
coid production and affects stress responses and inflammation
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decreased accumulation of UGT2B7 mRNA levels through 
the binding of FXRα to a negative FXRE [55]. Moreover, 
transfection of cells with hFXRα resulted in a significant 
suppression of UGT2B7 expression in the absence of LCA 
and additional suppression was observed when the cells 
were treated with LCA.
FXRα interferes with glucose metabolism regulation by 
glucocorticoid signaling pathways
Regarding the impact of FXRα on GCs synthesis and 
catabolism, it is reasonable to speculate that bile acids 
could contribute to a pathologically increased serum level 
of mineralocorticoids and glucocorticoids [56].
The action of glucocorticoids is mediated through the 
glucocorticoid receptor (GR), which is a member of the 
nuclear receptor superfamily that regulates numerous 
transcription programs including immune suppression, 
anti-inflammatory responses, and glucose metabolism. 
Glucocorticoid binds to GR in the cytoplasm and promotes 
its translocation to the nucleus. Then, activated GR binds 
to a GR response element (GRE) in the promoter of down-
stream target genes and allows their transcription through 
the recruitment of various co-activators such as PGC-1.
GR is highly expressed in the liver, where it regulates 
the expression of rate-limiting enzymes in gluconeogen-
esis and plays an important role in the control of glucose 
metabolism. During conditions of high energy demand, 
systemic glucocorticoid concentrations increase and acti-
vate GR in the liver, leading to glucose mobilization via the 
expression of gluconeogenesis enzymes [57]. Among these 
enzymes, phospho(enol)pyruvate carboxykinase (PEPCK) 
and glucose-6-phosphatase (G6Pase) are known to be posi-
tively regulated by glucocorticoids and also by glucagon, 
which both have strong gluconeogenic actions, while insu-
lin suppresses hepatic gluconeogenesis [58]. Conditional 
mice harboring a disrupted GR in hepatocytes exhibit pro-
found hypoglycemia after prolonged food withdrawal and 
Fig. 2  Schematic representa-
tion of FXRα impact on steroid 
catabolism. In the liver, FXRα 
participates in the homeosta-
sis of steroids by regulating 
the expression of many genes 
involved in steroid metabo-
lism, such as Cyp3a4, Sult2a1, 
Ugt1a3, and Ugt2b4. Ugt2b4 
regulation can be either direct 
or through PPARα. These types 
of regulation are also observed 
in the intestine (Sult2a1 and 
Ugt2b7). Modulating the local 
levels of mineralocorticoids and 
corticosteroids contributes to 
local inflammation processes. 
In the testis, the role of FXRα 
in BA repression of 11βhsd is 
unclear, but it may contribute 
to the repression of testoster-
one synthesis by FXRα. In 
the prostate, the repression 
of Ugt2b15/17 expression by 
FXRα leads to androgen accu-
mulation and an increased risk 
of prostate cancer development
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are unable to up-regulate the expression of gluconeogenic 
enzymes [59].
Bile acids exert regulatory effects to maintain glu-
cose and insulin homeostasis. However, the precise role 
of FXRα in the regulation of hepatic glucose metabo-
lism remains controversial, as it was described either as 
an inhibitor or an inducer of gluconeogenesis [22, 60, 61] 
(Fig. 3).
FXRα represses gluconeogenesis Several studies report a 
repressive effect of FXRα on the expression of gluconeo-
genic genes, suggesting that FXRα signaling could interfere 
with/counteract the role of glucocorticoids and GR signal-
ing on hepatic glucose metabolism. C57BL6 mice treated 
with a 1 % CA-supplemented diet for 7–8 days showed 
decreased hepatic Pepck and G6Pase mRNA levels [62, 63]. 
The involvement of FXRα in Pepck and G6Pase downregu-
lation was suggested in vivo by Zhang et al. [64], showing 
that oral GW4064 treatment, as well as adenoviral-mediated 
hepatic overexpression of FXRα, improved hyperglycemia 
in db/db diabetic mice. Feeding a CA-enriched diet has been 
shown to decrease fasting blood glucose levels associated 
with reduced expression of Pepck and G6Pase mRNA in 
wild-type but not Fxrα−/− mice. This effect was shown to 
be mediated through the classical FXRα target gene Shp, a 
known regulator of gluconeogenesis [65].
FXRα induces gluconeogenesis Some in vivo studies 
showed that treatment with the FXRα agonist GW4064 
induces Pepck mRNA levels in an FXRα-dependent man-
ner [35, 64]. Renga et al. [66] demonstrated that FXRα 
activates gluconeogenic pathways in the liver through the 
direct regulation of GR expression and activity. In Fxr-null 
mice, the decreased accumulation of rate-limiting gluconeo-
genic enzymes after a period of 15 h of withdrawal is asso-
ciated with blunted liver expression of GR. Treating wild-
type mice with a semisynthetic FXR ligand (6E-CDCA) 
increases the liver expression of GR, Pepck, and G6pase 
mRNA accumulation. Fxrα−/− mice failed to regulate Pepck 
and G6Pase in response to dexamethasone, suggesting that 
FXRα is essential for mediating GR gluconeogenic signal-
ing. GR silencing by siRNA in vitro or its pharmacological 
antagonism in vivo with mifepristone reverses the effect of 
FXRα activation on the expression of gluconeogenic genes, 
suggesting that an FXRα-GR pathway regulates the activa-
tion of hepatic gluconeogenesis in the transition from the 
unfed to the fed state.
A diet issue? Such complex regulation of glucose metabo-
lism in vivo has been recently addressed by Ma et al. [65] 
who showed that the activation of FXRα exerts opposite 
effects during unfed or fed conditions. In fed animals, the 
activation of FXRα downregulates the expression of Pepck 
and G6Pase, and the opposite effect was observed in the 
unfed state.
Fxrα−/− mice were defective in the induction of glu-
coneogenic genes, including Pgc-1α and Pepck, after 6 h 
of fasting and displayed lower basal hepatic glucose pro-
duction, leading to an early hypoglycemia response. This 
defect in the starvation response was associated with a 
Fig. 3  Schematic representation of the crosstalk between steroids and 
FXRα signaling pathways. In the liver, the interaction of FXRα and 
glucocorticoid pathways is notably complex and can lead to either 
the induction or repression of this pathway. This process is correlated 
with fed/unfed adaptation processes. FXRα has a role in breast cancer. 
The expression of FXRα was significantly correlated with prolifera-
tion in post-menopausal women with lower estrogen concentrations 
who had ER-positive breast tumors. Additionally, estrogen levels are 
thought to contribute to the etiology of intrahepatic cholestasis in 
pregnancy
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significantly reduced hepatic glycogen content in the 
Fxrα−/− mice [67].
At the molecular level, such a model may be partially 
explained by the relative affinity of FXRα to different types 
of response element. It is well known that FXRα binds with 
high affinity to IR-1, while ER-8 sequences have low-affin-
ity binding sites for FXRα [68, 69]. In the fed state, when 
Fxrα mRNA levels are low, the activated receptor regulates 
the transcription of target genes mainly by binding to IR-1 
sequences such as the Shp target gene, a known repressor 
of gluconeogenesis. When Fxrα mRNA levels are high, as 
in the unfed state, the receptor might occupy low-affinity 
binding sites, such as the ER-8 sequences, which then allow 
induction of Gr transcription by FXRα. This induction of 
GR leads to increased Pepck and G6pase mRNA levels.
Integrative conclusions
Together, these data suggest that BA might have an impact 
on glucocorticoid metabolism at multiple levels. The results 
obtained in vivo using mice treated with a FXRα agonist 
correlated with the use of Fxrα−/− mice and demonstrate 
the induction of glucocorticoid levels (Fig. 1).
The increase of GC concentrations following BA expo-
sure is also a result of the increased bioavailability of glu-
cocorticoids and is associated with decreased liver catabo-
lism and reduced inactivation by 11βHSD2 (Fig. 2).
The activation of FXRα by BA interferes with GC action 
on glucose metabolism in liver. When these data are com-
bined with the well-established role of GR signaling on glu-
cose metabolism, especially during adaptation between fed/
unfed conditions, the data suggest that FXRα modulates the 
kinetics of glucose homeostasis during fasting. This result 
highlights a potential positive interaction between the two 
receptors for metabolic adaptations (Fig. 3).
The links between FXRα and GC on liver glucose 
metabolism were analyzed by Ma et al. for crosstalk 
between receptors. Thus, it is important to consider the 
ligand bioavailability. According to the hypothesis by Ma 
et al., the impact of BA/FXRα on glucose metabolism 
depends on the transition between the fed and unfed states, 
which corresponds to unstressed/stress situations. The 
impact of BAs on metabolism will be difficult to assess in 
normal physiology because during fasting, the GC levels 
are increased, and BA levels are decreased. The relevance 
of BAs on GR signaling pathways is difficult to integrate. 
However, it is important to examine these parameters in 
diseases with high BA levels.
Impact of bile acids on sex hormone pathways
There are limited data available on the interactions between 
bile acid/FXRα signaling pathways and sex steroid 
metabolism. As for GCs, these interactions will be at the 
levels of synthesis, catabolism, or by modification of the 
physiological functions of sex steroids.
Sex hormone synthesis
The only link between FXRα and sex hormone synthesis 
thus far has been obtained from studies on the testes. The 
testes are composed of seminiferous tubules outlined by a 
basal membrane that separates them from the interstitial 
compartment. In the adult, these two compartments ensure 
the exocrine (spermatozoa production) and the endocrine 
(hormone synthesis) functions [70]. The testes are involved 
in the synthesis of estrogens and testosterone. In males, 
androgens are responsible for the maintenance of fertility 
and the development of secondary sexual characters [71]. 
In addition, testosterone is essential for reproductive func-
tion, muscle and bone mass maintenance, cognitive func-
tion and other physiological parameters. Altered testicular 
functions may increase the risk of metabolic syndrome 
[72]. The testes also produce estrogen, which acts through 
the estrogen receptors ERα and ERβ. Estrogen down-regu-
lates the luteinizing hormone receptor (Lhcgr) and inhibits 
the Steroidogenic acute regulatory protein (StAR) gene and 
others genes implicated in steroidogenesis in Leydig cells 
[73].
In 2007, Volle et al. [23] detected transcripts of Fxrα in 
the interstitial cells. FXRα was also described as a regu-
lator of the aromatase gene in tumor Leydig cells [24]. A 
decrease in aromatase expression was observed after induc-
tion with GW4064 or CDCA in Leydig cell lines in vitro 
(Fig. 1). FXRα interferes negatively with SF1 activity on 
sequences of the PII promoter of aromatase, where FXRα 
enters in competition with SF-1 for binding a common site. 
This results in an inhibition of estrogen synthesis.
The in vivo role of FXRα on androgen synthesis was 
demonstrated using a FXRα synthetic agonist (GW4064). 
If testosterone concentrations were similar between wild-
type and Fxrα−/− mice, the administration of GW4064 
repressed steroidogenesis after 12 h of treatment and was 
associated with a decrease in Star, Cyp11a1, and 3β-hsd 
gene expression (Fig. 1). At the molecular level, it was 
demonstrated that this repressive effect is consistent with 
the up-regulation of Shp, which then inhibits LRH-1 and 
SF1 activity, two know inducers of steroidogenesis. It 
has also been shown that FXRα regulates the synthesis of 
androsterone [74].
Bile acids and sex hormone catabolism
The potential interaction of FXRα with sex hormone 
metabolism was also demonstrated through the regulation 
of the catabolism of these steroids. Such cross-talks occur 
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via the regulation of several key genes as highlighted in 
Fig. 2 and detailed below.
CYP3A4 Expressed predominantly in the adult liver and 
intestine, the cytochrome P450 enzyme CYP3A4 has been 
shown both in vitro and in vivo to hydroxylate BAs at the 
1β, 6α, and 6β positions, thus participating in the elimina-
tion of BAs [75, 76]. Several studies have shown that bile 
acids positively regulate Cyp3a11 expression, the mouse 
orthologue of Cyp3A4, to initiate their catabolism when 
they are in excess [75, 77–79]. CYP3A11 plays an impor-
tant role in the metabolism of both exogenous drugs and 
endogenous compounds such as cortisol [80], testosterone 
[81] or estradiol-17β [82]. This result suggests a potential 
association with steroid metabolism.
Studies using the HepG2 cell line exposed to either the 
natural ligand CDCA or to the specific synthetic ligand 
GW4064 have demonstrated that FXRα controls Cyp3A4 
expression in the liver [79]. This result was also observed in 
the mouse, as wild-type mice fed GW4064 have increased 
hepatic levels of Cyp3a11, which is the rodent homologue 
of human CYP3A4 [79]. However, this effect was not 
observed in Fxrα−/− mice.
Epidemiological and clinical evidence links a CYP3A4 
promoter variant (CYP3A4*1B (rs2740574)) with the inci-
dence of prostate cancer and the clinical grade of the tumor 
and disease progression [83–85]. There is no significant 
association between the CYP3A41B* genotype and the lev-
els of serum testosterone. This result suggests that CYP3A4 
might have a minimal impact on hepatic catabolism [86]. 
The decreased CYP3A4 expression within prostate tis-
sue is associated with a higher Gleason score and poorer 
cancer-specific survival [87, 88]. This result suggests that 
CYP3A4 may play a critical role in maintaining androgen 
homeostasis within the prostate and loss of CYP3A4 leads 
to the development of cancer.
SULT2A1 In addition to hydroxylation, sulphate or glu-
curonidate conjugation are important mechanisms for the 
detoxification of steroids. Upon conjugation, the substrates 
become more polar, less toxic and more water soluble, facil-
itating their clearance.
Dehydroepiandrosterone-sulphotransferase (SULT2A1/ 
Sult2a1) are phase II metabolizing enzymes that catalyze 
the sulphating of various exogenous chemicals and endoge-
nous compounds including testosterone, estrogen, and BAs 
[89–91].
Increased serum and urine levels of sulphated BAs were 
described in patients with cholestatic liver diseases [92, 93]. 
These clinical observations suggest a potential involvement 
of BAs in controlling their own sulphating though the regu-
lation of enzymes such as Sult2a1. This is consistent with 
the fact that Sult2A1 is expressed abundantly in the liver 
and intestine, the two first-pass metabolic tissues where 
FXRα is also expressed. Song et al. have demonstrated that 
primary bile acid CDCA treatment was shown to induce 
rat/mouse Sult2a1 promoter activity in transfected Caco-2 
and HepG2 cells in vitro. This rat/mouse Sult2a1 induction 
involved an activated FXRα/RXR heterodimer binding to 
an atypical FXRα response element (IR0) located in the 5′ 
flanking region [90].
However, sequence alignments have shown that this IR0 
element does not exist in the human SULT2A1 5′-flank-
ing region, demonstrating that the regulation by FXRα 
might not be conserved between species [94, 95]. Human 
SULT2A1 mRNA levels failed to be modulated in cultured 
human primary hepatocytes treated with CDCA [95]. Fur-
ther studies are needed to understand how FXR regulates 
human SULT2A1 expression.
Consistently, in vivo investigations showed that 
FXRα may be involved in the repression of basal Sult2a1 
expression. Moreover, CDCA-fed mice present mark-
edly decreased Sult2a1 expression in wild-type mice. This 
is correlated with an increased level of Shp, suggesting a 
FXRα-dependant mechanism, which was confirmed by the 
lack of Sult2a1 modulation in Fxrα−/− mice following a 
diet [96].
Interestingly, Fxrα−/− mice present an increased level 
of Sut2a1 in basal physiology and are resistant to LCA 
induced liver toxicity compared to wild-type (WT) mice 
[97].
SULT2A1 was originally involved in the inactivation of 
androgen hormones. In the rodent liver, the high expres-
sion of Sult2a1 during the androgen-insensitive state of the 
hepatic tissue in senescent males is thought to be a result 
of the efficient inactivation of androgens into androgen sul-
phates [98, 99]. Thomae et al. [100] reported 3 SULT2A1 
gene alterations that result in decreased Sult2a1 expression 
and activity. Interestingly, these alterations were present 
only in African American patients and were suggested to 
be partially responsible for the androgen-associated risk of 
disease. A significant increase in the DHEA-to-DHEA-sul-
phate ratio was observed in African American participants 
with a heterozygous SULT2A1 A63P/A261T genotype. 
However, the presence of the different SULT2A1 alleles 
was not associated with prostate cancer.
Moreover, as FXRα and AR are both able to control 
Sult2a1 gene expression, it is reasonable to think that bile 
acid and androgen metabolisms could crosstalk through 
Sult2a1 regulation [101, 102].
UGTs Sex steroid catabolism also involves UDP-glucu-
ronosyltransferases (UGT). Among the 18 functional UGT 
enzymes identified in humans, UGT2B7, UGT2B15, and 
UGT2B17 have a remarkable capacity to conjugate andro-
gens [103].
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UGT2b7 A tumor-suppressor function was suggested for 
UGT2B7 by preventing the accumulation of mutagenesis 
compounds like 4-hydroxyestrone [104]. Indeed, reduced 
levels of the UGT2B7 protein and glucuronidation of 
4-hydroxyestrone were shown in invasive cancers. How-
ever, the role of the bile acid challenge in vivo on UGT2B7 
expression still remains to be determined.
UGT2B4 (liver) Barbier et al. [8] identified human 
UGT2B4 as a target gene of FXRα. Activation of FXRα by 
CDCA or GW4064 in primary human hepatocytes or in the 
HepG2 cell line resulted in increased UGT2B4 expression 
through an atypical binding of FXRα as a monomer to a 
single hexameric DNA motif.
Interestingly, the PPARα agonist fenofibrate was shown 
to activate the UGT2B4 gene promoter through a specific 
peroxisome proliferator activated receptor (PPAR) response 
element [105]. DCA also induces the transcription of 
PPARα gene via an FXRα-mediated mechanism. Thus, bile 
acids may induce UGT2B4 expression directly through acti-
vation of FXRα and/or indirectly through FXRα-dependent 
induction of PPARα, which then activates UGT2B4 tran-
scription. Through these mechanisms, BAs may be part of 
a negative feedback mechanism by which BAs control their 
elimination to prevent pathophysiological toxicity.
The potential impact of BAs on steroid metabolism 
should be taken into consideration as UGT2B4 is known 
to be active on 5α-reduced androgens and polyhydroxy-
lated estrogens, including estriol, 4-hydroxyestrone and 
2-hydroxyestriol.
UGT1A3 (liver) Hepg2 cells treated with LCA, CDCA, 
and GW4064 present increased UGT1A3 mRNA levels. 
The resulting CDCA-24-glucuronide was shown to exhibit 
an antagonistic effect on FXRα as feedback inhibition. 
UGT1A3 is expressed in the liver, intestine, and large bowel 
[106–108]. Apart from BA, UGT1A3 metabolizes xenobiot-
ics such as polyaromatic hydrocarbons as well as estrogens, 
and vitamin D derivatives [109–111]. Because UGT1A3 is 
significantly induced by FXRα in response to bile acids, this 
regulation could link bile acid metabolism and steroid hor-
mone metabolism alteration.
UGT2B15/17 (prostate) While glucuronidation was gen-
erally considered to be a hepatic/intestinal detoxification 
mechanism, extrahepatic glucuronidation is now estab-
lished as an efficient way to locally inactivate endogenous 
bioactive molecules [103, 112]. This is particularly true for 
androgens, which are efficiently glucuronidated within their 
target tissues, such as the human prostate [113].
A regulatory function of the nuclear receptor FXRα 
in androgen metabolism has been shown in prostate 
cancer LNCaP cells [114]. CDCA or GW4064 repress 
gene expression and androgen-conjugating activity of 
the UGT2B15 and UGT2B17 enzymes in prostate cancer 
LnCaP cells. The regulation of UGT2B15 expression by 
FXRα seemed to be tissue-specific, as previous data have 
shown that CDCA does not modulate UGT2B15 mRNA in 
human hepatocytes [8]. Moreover, Fxrα−/− mice present an 
increased level of UGT mRNA accumulation in the pros-
tate compared to wild-type mice. The exact mechanism by 
which FXRα negatively regulates UGT2B15 and UGT2B17 
genes, and the physiological implications of this regulation, 
remain to be determined because androgen glucuronidation 
is almost absent in the rodent prostate [114–116].
In contrast, the importance of glucuronidation for andro-
gen metabolism in the human prostate was highlighted by 
the observation that polymorphisms within androgen-glu-
curonidating genes are associated with an increased risk for 
prostate cancer [117, 118]. A UGT2B17 inactivation poly-
morphism was associated with an increased prostate cancer 
risk [119]. The D85 polymorphism of UGT2B15, which 
leads to a less efficient protein for conjugation of 3-diol and 
DHT, results in higher androgen exposure in prostate tis-
sue. In accordance with these findings, the D85 allele has 
been reported to increase prostate cancer risk and aggres-
siveness [120, 121].
During cholestasis, plasma levels of bile acids are dras-
tically increased [122], and it can be hypothesized that 
in such patients, glucuronidation of androgens may be 
reduced, resulting in the accumulation of androgens in 
the prostate, which may correspond to a pro-carcinogenic 
mechanism. Interestingly, the development of cholestasis 
has been reported in various patients with prostate cancer 
[123–125].
This conclusion is particularly important because FXRα 
agonists are currently considered as a promising treat-
ment of several diseases such as hepatitis C or metabolic 
syndrome, as highlighted by several ongoing clinical trials 
(www.clinicaltrials.org).
FXRα interferes with sex hormone signaling pathways
Potential impact of FXRα on AR pathways (Fig. 3) The 
role of FXRα on androgen signaling pathways has not been 
clearly demonstrated and is still speculative. However, it can 
be hypothesized that by controlling Shp expression, FXRα 
could interfere with the actions of androgen. SHP is able to 
interact with numerous nuclear receptors. It has been dem-
onstrated in vitro using GST-pull-down experiments that 
SHP interacts and inhibits the androgen receptor activity 
[126]. SHP acts by competing with AR co-activators. These 
data opened a new field of research concerning how BAs 
might interfere with androgen signaling pathways. This is 
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even more interesting in line with the described inhibitory 
effect of FXRα synthetic ligand on testosterone production.
Potential impact of FXRα on ER Any impact on breast 
cancer? (Fig. 3). Although no data describe links between 
FXRα and female hormone synthesis, reports suggest a 
potential role for FXRα in breast pathophysiology. Estrogen 
exposure has long been known to contribute to the etiol-
ogy of breast cancers [127], and approximately two-thirds 
of these cases are characterized by dysregulation of the 
estrogen receptor α (ERα) signaling [128]. Therapy con-
sists of blocking estrogen synthesis (aromatase inhibitors) 
or ER transactivation (estrogen receptor modulators, such 
as tamoxifen) [129, 130]. Evidence suggests a potential role 
for bile acids in breast cancer etiology (Fig. 3). The accu-
mulation of bile acids has been reported in breast cyst fluid 
and has been proposed as a potential risk factor for breast 
cancer [131–133]. Women with breast cancer may have 
differences in the fecal excretion of BAs compared to con-
trols [134–136]. In addition, long-term follow-up of women 
undergoing cholecystectomy has revealed a higher risk of 
breast cancer [137].
The potential involvement of FXRα was highlighted in 
several clinical studies. Interestingly, FXRα was shown to 
be expressed in normal breast tissue, and several studies 
established significant correlations between FXRα and ER 
expression in breast cancer samples [138, 139]. Fifty per-
cent of ER-negative breast cancer samples had weak FXRα 
expression, and 70 % of ER-positive samples had FXRα 
expression suggestive of crosstalk between ER and FXRα 
signaling [139]. These clinical data are supported by semi-
quantitative analyses revealing that the ER-positive breast 
cancer cell line MCF-7 has higher FXRα protein accumu-
lation than the ER-negative MDA-MD 231 cell line [37]. 
A significant correlation between FXRα and the Ki67 pro-
liferative marker has also been observed. FXRα expression 
was significantly correlated with proliferation in patients 
with ER-positive breast tumors in postmenopausal women, 
with lower estrogen concentrations [37]. In the context 
of low estrogen, FXRα expression may play a key role in 
proliferation. This hypothesis is further supported by the 
presence of high plasma levels of DCA in postmenopau-
sal breast cancer patients [140], suggesting that bile acids 
might be involved in the onset and development of mam-
mary gland cancers in an estrogen-independent context 
through the activation of FXRα.
If these correlations are established in patients, the 
molecular mechanisms remain unclear with contradictory 
results.
In vitro data show that activated FXRα induces a mito-
genic response in a breast cancer cell line through posi-
tive crosstalk with the ER. Indeed, the ER-positive cell 
line MCF-7 shows increased proliferation in response to 
FXRα activation. This was associated with a pro-estro-
genic response, as measured by the downregulation of 
ERα accumulation [37, 139]. These results suggest that in 
absence of estrogens, these pro-estrogenic patterns should 
a result of FXRα-mediated activation of ERα dependent 
transcription. At a relatively low concentration, CDCA 
glucuronidate increased MCF-7 growth combined with 
this same pro-estrogenic effect (decreased Erα accumula-
tion and up-regulated ER target genes). However, while 
low doses of CDCA lead to this same estrogenic response, 
a contradictory decrease in proliferation was observed. 
These discrepancies might be explained by dose effects of 
bile acids on proliferative pathways through ER activation 
[141].
In contrast to previous reports [37, 139], Giordano 
et al. show that CDCA or GW4064 inhibited proliferation 
in the breast cancer cell line MCF-7 and in the Tam-resist-
ant breast cancer cell line MCF-7/TR1. This anti-prolif-
erative effect of FXRα suggests repression of the HER2 
receptor, perhaps by enhancing formation of a FXRα and 
NF-κB complex inhibiting the binding of NF-κB to its 
responsive element located in the human HER2 promoter 
region.
High concentrations of FXRα ligands exert an anti-pro-
liferative effect on breast carcinoma cell lines, regardless of 
their ER status. In breast cancer cell lines, FXRα agonists 
down-regulated the breast cancer target gene aromatase. 
These data could also be relevant, as aromatase inhibition 
is classically used in breast cancer treatment.
Integrative conclusion
Taken together, these data demonstrate complex interac-
tions between BAs and sex hormone homeostasis. Several 
findings suggest that BAs decrease sex hormone synthesis 
(testosterone and estrogen) in male mice (Fig. 1), but this 
result has not been demonstrated in female mice and or in 
humans. The impact of the BAs/FXRα pathways in lower-
ing the levels of sex hormones is also dependent on their 
effects on liver catabolism through the regulation of genes 
such as Sult2a1 and Cyp3a (Fig. 2). These data are consist-
ent with the known decrease in plasma testosterone levels 
in a male experimental model of liver injuries [142].
A decrease in sex hormone levels in males may have 
major effects on sexual maturation and/or the maintenance 
of secondary sexual characters.
Hormone concentrations are finely controlled in target 
organs such as the prostate. In cell lines, there is evidence 
for a link between FXR-mediated maintenance of BA 
homeostasis and hormone steroid inactivation. It has been 
hypothesized that FXRα transactivation in liver or pros-
tate tissues may prevent androgen accumulation and the 
development of androgen-dependent cancers such prostate 
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cancer through the regulation of Ugt2b15/17. However, 
there are no data describing FXRα dependent regulation of 
Cyp3A4 within the prostate.
The interaction of FXRα with the estrogen receptor in 
breast cancer (Fig. 3) supports crosstalk between FXRα 
and ER in inducing tumor progression. However, no clear 
in vitro evidence has been provided. This issue highlights 
the need for a better understanding of these pathways to 
determine if FXRα agonists/antagonists could be useful 
drugs in some cases of breast cancers.
Conclusions and perspectives
BAs represent the main cholesterol catabolites. Because 
they share the same origin as steroids, there may be some 
crosstalk between BA metabolism and steroids. Recent 
studies have focused on bile acids and their nuclear recep-
tor, FXRα (NR1H4).
Glucocorticoids and estrogen can inhibit BA-FXRα 
signaling pathways in the liver and mammary glands. 
Alternatively, as reported in this review, FXRα/BA path-
ways can affect steroid metabolism at the levels of synthe-
sis, catabolism and downstream signaling pathways. This 
is highlighted by the fact that FXRα is expressed in ster-
oidogenic tissues, such as the adrenal glands and the testis, 
where FXRα controls steroid production. FXRα also inter-
feres with steroid signaling pathways in target tissues such 
as the liver through crosstalk with the glucocorticoid recep-
tor (GR). The evidence for crosstalk between the FXRα/
BA pathways and steroids has been reinforced by the recent 
identification of the impact of glucocorticoids and estrogen 
on the activity of FXRα.
Several FXRα polymorphisms have been detected in 
humans, and they are associated with pathologies includ-
ing obesity and gallstone diseases, such as cholelithiasis 
or intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP) [143, 144], 
[145, 146]. The role of FXRα in the metabolism of either 
glucocorticoids or sex hormones could be used to deter-
mine if altered FXRα signaling pathways are involved in 
idiopathic diseases. Screening patients for FXRα polymor-
phisms could offer new insight into the origins of these 
pathologies and determine if FXRα is a diagnostic/prog-
nostic marker.
The crosstalk between BAs and steroid metabolism 
has important roles in health. Further studies are needed 
to clearly identify all of the pathways activated by BAs 
through FXRα. The complexity of the system is important 
to understand because the activation of this receptor could 
lead to both beneficial [147] and deleterious effects. This 
phenomenon is of particular interest when these endoge-
nous molecules abnormally accumulate in pathophysiologi-
cal conditions, such as liver injury.
The incidence of liver disease is difficult to establish 
because the concept encompasses many different types of 
pathologies. The onset of many types of liver disease is 
insidious and is not detected until hepatic decompensation 
occurs. The real significance of steroid metabolism in the 
physiology of liver diseases must be underestimated.
Clinical data have suggested a link between liver dys-
function and male fertility disorders [148, 149]. Experi-
mental models of cholestasis induced by bile duct ligation 
to increase plasma bile acid levels [150] have been associ-
ated with testicular alterations [151, 142]. In this pathologi-
cal context, reduced plasma testosterone levels have been 
associated with loss of the germ line in the seminiferous 
tubules. This effect can result in reduced fertility or infertil-
ity and altered male sexual maturation.
The role BA in steroid metabolism should be considered 
with the fact that FXRα is targeted for pharmacological 
drugs in the treatment of such diseases as diabetes [152]. 
It will not be simple to target one BA receptor to manage a 
specific pathology. Therefore, we will have to consider that 
interfering with steroid metabolism might lead to deleteri-
ous side effects from this therapy.
In addition to their involvement in the control of gluco-
neogenesis in the liver [41], GCs also regulate or support 
a variety of important cardiovascular, metabolic, immuno-
logical, and homeostatic functions. Therefore, before using 
FXRα agonists as a long-term treatment for diseases, it will 
be necessary to ensure there are no deleterious effects on 
cardiac function, hypertension or immunity.
Studies will be required to determine whether long-term 
treatment with FXRα modulators affects testosterone syn-
thesis in men and to verify the interactions with AR sign-
aling pathways. The inhibition of androgens could affect 
secondary sexual characteristics. Additionally, there could 
be a long-term impact on pathologies, including the devel-
opment of prostate cancer.
Pregnancy cholestasis leads to an increased risk of pre-
term delivery and perinatal mortality [153]. This condition 
is associated with increased bile acid levels and are treated 
with either cholestyramine or ursodeoxycholic acid. Previ-
ous reports have described a role for FXRα during preg-
nancy, and it is associated with increased hepatic bile acid 
concentrations in mice and reduced FXRα function [154]. 
Thus, we must analyze mouse models to determine the 
impact of FXRα agonists on fetal health before treating 
patients with preclinical diabetes.
Perspectives
As FXRα agonists are explored as potential therapeutic 
drugs for the treatment of several diseases, the develop-
ment of strategy to avoid systemic effects will be needed. 
It will be necessary to target this receptor in a cell-specific 
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manner. It will be important to take into consideration the 
patient history (hormonal status) for developing personal-
ized therapy. This highlights the fact that drug develop-
ment must rely on a strong fundamental research in inte-
grative physiology and that drugs cannot be developed 
based on molecular mechanisms characterized in vitro 
or in vivo in a single organ. This is a challenging, open 
field for future research that will require interdisciplinary 
approaches.
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Regarding male fertility, biomedi-cal issues have opposite goals to 
treat infertility or develop contraceptive 
drugs. Recently, the identification of the 
molecular mechanisms involved in germ 
cell differentiation suggest that spermio-
genesis has to be put at the crossroad to 
reach these goals.
Concerning fertility issues, citizens 
in our modern world are schizophrenic. 
On one side, couples have the possibility 
to control conception; and on the other 
side, more and more couples suffer from 
the misfortune of being infertile. These 
two societal problems lead to intensive 
research and conflicting government 
policies. However, these opposing goals 
rely on a better understanding of germ 
cell differentiation.
Male Contraception
In our society, contraception is a 
widely discussed topic among couples. 
Contraception is used by couples for fam-
ily planning purposes. It is also impor-
tant to reduce the number of deaths and 
diseases in women who have unwanted 
pregnancies.1 This is why governments 
have contraceptive programs in place to 
support women with undesired pregnan-
cies. Regarding contraception, it is rarely 
a question for men since the only avail-
able methods are the use of condoms and 
vasectomy.2 The lack of male contracep-
tion is also because for men, the daily 
production of up to 100 million sper-
matozoa is a much bigger hurdle to deal 
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with vs. just one ovum every month in 
women. For male contraception, much 
research and efforts have been focused 
on hormonal approaches.3,4 Indeed, tes-
ticular physiology is mainly regulated by 
the hypothalamus-pituitary axis, which 
produces gonadotropins that control the 
endocrine (steroidogenesis) and exocrine 
(gamete production) functions of the 
testis.5 Both are interconnected as germ 
cell survival is dependent of the andro-
gen concentrations.6 Thus, hormonal 
strategies are used to block spermato-
zoa production. However, a long-term 
impact of hormonal-based contraceptives 
is not known, which may expose men 
to health risks as demonstrated by the 
adverse effects of endocrine disrupters.7 
There are also efforts in the field to block 
gamete production via spermatogenesis in 
which undifferentiated spermatogonia are 
expanded by consecutive cycles of mitosis, 
to be followed by germ cell differentiation 
and meiosis, and with the haploid sperma-
tids, undergo spermiogenesis to become 
spermatozoa.
Another interesting question about 
male contraception is the accessibility of 
contraceptive drugs to target cells. This 
is important in the testis since the testis 
is an immune-privileged organ and it is 
equipped with sophisticated structures 
to minimize toxicity in order to protect 
developing germ cells. Indeed, in the 
testis, the blood-testicular barrier (BTB) 
is a structure in the seminiferous epithe-
lium, essential for spermatogenesis.8 This 
poses a major obstacle in delivering male 
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differentiation and transmission to fol-
lowing generations.28-30 The correct spa-
tial and temporal expression of germ 
cell-specific genes is essential to produce 
functional spermatozoa.31 Dicer 1, an 
RNase III endonuclease, is essential for 
the biogenesis of microRNAs (miRNAs) 
and endogenous small-interfering RNAs 
(endo-siRNAs). It also degrades toxic 
transposable elements. Early ablation 
of Dicer1 at the onset of male germ cell 
development leads to infertility caused by 
multiple cumulative defects. Alterations 
such as delayed progression of sper-
matocytes to prophase I and increased 
apoptosis were observed in the first sper-
matogenic wave, resulting in a reduced 
number of round spermatids.32
In the future, it may be proposed to 
develop drugs targeting these key pro-
cesses of meiosis. However, it must be 
ensured that these drugs will block 100% 
of the germ cells at meiosis; if some pass 
this step with incomplete DNA repair or 
abnormal epigenomic pattern, it could 
impact the development of the offspring.
Spermiogenesis as the last testicular 
step on which to focus. Spermatozoa pro-
duction may also be blocked at spermio-
genesis, the stage in which spermatocytes 
become haploid spermatids. During this 
stage, much of the cytoplasm is removed 
through phagocytosis by the Sertoli cells.33 
There is also a condensation of the genome 
following the replacement of histones by 
protamines.34 Several post-translational 
modifications occur on histones during 
spermatogenesis. Histone H4 hyperacety-
lation is associated with histone removal; 
however, the exact mechanisms are still 
unclear. Finally, acrosome formation and 
the establishment of the flagellum lead to 
spermatozoa.35
Recently, Matzuk et al. characterized the 
reversible inhibitory impact of a small mole-
cule, 4-(4-chlorophenyl)-2,3,9-trimethyl-
1,1-dimethylethylester-6H-thieno(3,2-f ) 
(1,2,4)-triazolo(4,3-a)-(1,4)diazepine-
6S-acetic acid (JQ1), on mouse fertility.36 
The JQ1 molecule interacts with and is an 
inhibitor of the bromodomain and extra-
terminal (BRDT) subfamily of epigenetic 
reader proteins.37,38 BRDTs are expressed 
during the later stages, from pachytene 
spermatocytes to spermatids. BRDTs 
colocalize and interact with acetylated H4 
maintains low concentrations of retinoids. 
At puberty, the retinoid levels increase and 
induce the expression of stimulated by ret-
inoid gene-8 (Stra8), which allows germ 
cells entry to meiosis.
In contrast, fibroblast growth factor 9 
(FGF9) suppresses entry to meiosis. FGF9 
decreases the sensitivity of germ cells to 
retinoids. In addition, FGF9 signaling 
preserves the pluripotency of germ cells 
and promotes a male fate during embry-
onic development.
Retinoid and FGF9 act in concert to 
control mammalian germ cell sexual fate 
commitment.16 Developing drugs to mod-
ulate these pathways could be of interest 
for contraceptive issues.
During meiosis, homologous recom-
bination allows the reciprocal exchange 
of genetic material between parental 
genomes and ensures proper chromosome 
segregation during the first meiotic cell 
division.17-19
Spo11, a meiosis-specific protein, 
introduces double-strand breaks on 
chromosomal DNA and sets up meiotic 
recombination. The spermatocytes of 
Spo11-/- mice fail to synapse chromo-
somes and progress beyond the zygotene 
stage of meiosis.20 The Ataxia telangiec-
tasia-mutated (ATM) kinase, activated 
by DNA damage, triggers checkpoint 
signaling and promotes DNA strand 
break repair in order to pass meiosis.21 In 
addition, many transgenic rodent models 
show altered meiosis because of a failure in 
chromosomal synapsis. Similarly, TEX15-
deficient spermatocytes exhibit a failure 
in chromosomal synapsis.22 Zip4h(-/Y) 
mutant mice present a delay in meiotic 
double-strand break repair and decreased 
crossover formation.23
In addition, studies have demonstrated 
the importance of germ cell-specific epi-
genetic marks in the entry to and pro-
gression of meiosis.24 Interestingly, mice 
with a loss-of-function mutation in H3K9 
histone methyltransferases are sterile, as 
the germ cells undergo apoptosis at the 
pachytene stage.25,26 Several proteins pos-
sess H3K9 methyltransferase activity. 
Suv39h1, Suv39h2 and G9a can perform 
H3K9 dimethylation, whereas only G9a 
performs H3K9 monomethylation.27
MicroRNA and small RNA also 
play important roles in germ cell 
contraceptive drugs to meiotic and post-
meiotic cells that are located behind the 
BTB. It has been established that only a 
small fraction of the drugs (1%) adminis-
tered to adult rats via gavage could reach 
the testis.9
Thus, a better understanding of the 
BTB and a novel approach to disrupt the 
BTB specifically could facilitate male con-
traceptive development. In this context, 
adjudin is a potent male contraceptive. It 
breaks down cell/cell adhesion between 
Sertoli and germ cells in the seminiferous 
epithelium, causing transient infertility.
Besides the BTB, testis also express 
many drug transporters that are capable of 
pumping drugs and/or toxicants, includ-
ing male contraceptives out of the testis 
via efflux drug transporters.10-12 More 
important, these efflux and influx drug 
transporters are also found in spermato-
gonia and early spermatocytes, which are 
located outside the BTB. In short, a bet-
ter understanding of drug transporters 
and the BTB are critical to develop male 
contraceptives.
Inhibition of germ cell proliferation. 
Spermatogonia are the forerunners of all 
spermatogenesis, and some of these cells 
are also the “spermatogonial stem cells” 
of the germ cell lineage. Targeting sper-
matogonia is risky, as it could irreversibly 
affect daughter cells13 and progeny even 
after the contraception treatment has been 
stopped. In addition, altering the prolif-
eration of these cells could result in tumor 
development.
Meiosis as the target step for contra-
ception. The second step to focus on could 
be meiosis. In the last decade, knowledge 
about meiosis has increased. We will not 
give an exhaustive review, but some points 
are of interest for contraception.
The meiotic step is sensitive to hor-
monal status, as demonstrated in rodent 
transgenic models6 and by endocrine 
disrupters.7 This step of spermatogenesis 
could be targeted by hormonal contra-
ception. However, such an approach may 
affect secondary sexual characteristics, as 
the hypothalamic-pituitary axis will be 
altered.
The entry to and progression through 
meiosis are under the control of the 
retinoid signaling pathways.14,15 Up 
until puberty, cytochrome Cyp26b1 
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that allow pluripotent cells to enter a spe-
cific lineage. Another critical step is for 
germ cells to pass meiosis. At this point, 
the haploid cells will condense their nuclei 
and change their shape while forming the 
acrosome and the flagella, essential appa-
ratus for motility and fertilization of the 
oocytes.
To circumvent these difficulties, we 
need to improve our knowledge of germ 
cell differentiation.
Protocols for the differentiation of 
germ cells went through several experi-
mental steps before gaining some effi-
ciency and were mostly performed using 
fetal cattle male germ cells.51 However, 
as fetal germ cells from humans are dif-
ficult to obtain, such approaches are 
hardly feasible in human clinics. Other 
groups managed to differentiate haploid 
cells from spermatogonial stem cells, but 
the experimental protocol, which uses 
fluorescence-activated cell sorting (FACS) 
technology to select cells that will be able 
to give haploid cells, is difficult to per-
form.52 Human-induced pluripotent stem 
cells can produce haploid germ cells.53 The 
experimental protocol requires culture 
for 10 wk and the use of FACS to obtain 
haploid cells. However, the percentage of 
selected cells is low, as only 1–2% of the 
cultured cells are haploid.
All these data have provided many clues 
to better understand spermatogenesis. A 
recent study by Easley et al.54 has led to a 
jump in the capacity to differentiate sper-
matogenic cells. The authors described 
how to obtain haploid spermatogenic cells 
from human foreskin fibroblasts without 
any genetic manipulation. Using a spe-
cific cell culture protocol, they have been 
able to differentiate these cells into post-
meiotic round spermatids in a very short 
amount of time, only 10 d. In addition, 
this protocol is more efficient, as 4–5% of 
human pluripotent stem cells give haploid 
cells.
Although the study from Easley et al. 
produced some interesting results, vari-
ous points need to be clarified. Ten days 
seems too short period to produce haploid 
cells compared with the classical length of 
spermatogenesis in human (74 d). It must 
be confirmed that the spermatids have 
been correctly differentiated. Another 
striking point is that a longer culture time 
Male Infertility
Infertility affects approximately 15% of 
couples. Males account for 40–50% of the 
cases, either alone or in combination with 
female pathologies.5 The incidence of male 
fertility disorders is continuously increas-
ing and has been linked to multiple fac-
tors, including genetic and environmental 
factors.42 Several epidemiological stud-
ies associate environmental factors and 
toxic chemicals such as endocrine disrup-
tors (phthalates or bisphenol-A) to male 
infertility.43,44 In parallel, at least 40% of 
people undergoing anticancer treatments 
have impaired reproductive function. 
Chemotherapy or radiation may impair 
fertility, sometimes irreversibly.45 The 
fertility side effects of these treatments 
should be considered before beginning the 
treatment. However, for some patients, it 
is not possible to preserve the gametes, 
such as in children who contract can-
cers before puberty. In addition, it might 
be risky to preserve the spermatozoa of 
men with metastatic diseases, as there is 
no assurance that the germ cells have not 
been altered. In these cases, it may be safer 
to find other alternatives to restore the 
male fertility.46
Infertility affects millions of people 
worldwide. For many people, the only 
possibility is to use assisted-reproductive 
technologies (ART). In vitro fecundation 
and intra-cytoplasm injection are long 
and difficult processes at both physical 
and psychological levels.47 Furthermore, 
biopsy is an invasive approach and is asso-
ciated with an increased risk to develop 
testicular cancer.48 In some infertility 
cases, however, it is not possible to find 
either spermatozoa or elongated sperma-
tids in testicular biopsies. In such cases, 
people may decide not to be the biological 
father of their child, which can be difficult 
for both the father and the children once 
they get older.49,50
Other alternatives should be able to 
overcome these difficulties. The current 
technologies have reached their limits, 
leading many researchers to make efforts 
in developing in vitro approaches to dif-
ferentiate germ cells. However, it is dif-
ficult to differentiate germ cells that are 
able to fertilize oocytes. The differentia-
tion of germ cells requires specific factors 
in elongating spermatids,39 and they are 
involved in the marked chromatin remod-
eling during spermiogenesis that leads 
to the histone-protamine transition and 
nucleus condensation.
JQ1 does not have an impact on tes-
tosterone levels, which is important for 
the preservation of other male character-
istics. In addition, it does not alter the 
proliferative properties of spermatogonia. 
Consistent with the cellular-restricted 
expression of Brdt1, JQ1 must act on 
spermatocytes and spermatids, leading to 
a decrease in the number of round sper-
matids and spermatozoa. Additionally, it 
affects spermatozoa quality, as analyzed 
by their motility.
A Long Way to Go  
and Many Questions  
to Answer Before Using Such  
a Contraceptive Molecule
(1) The contraceptive effect of JQ1 
is reversible, but mice only recover fertility 
4–6 mo after the end of treatment. The 
duration of spermatogenesis in mice is 35 
d, compared with 74 d in humans. Six 
months equates to six cycles of spermato-
genesis in mice, so the dose and treatment 
length in humans must be defined, as six 
cycles of spermatogenesis in humans takes 
longer than a year to complete.
(2) The chromatin changes asso-
ciated with the use of the JQ1 molecule 
must be analyzed carefully to avoid harm-
ful effects on the offspring.
(3) In their study, Matzuk et al. 
did not test the long-term impact of such 
treatment. Indeed, male contraception 
would imply a longer time frame than the 
one tested.
(4) During his reproductive life, a 
man may need to use such a molecule at 
various periods, raising the question of 
whether the recovery time will be the same 
after multiple exposures.
(5) There are several homologous 
members in the BRDT family. Further 
studies will be necessary to ensure the 
specificity of JQ1 on chromatin modifica-
tions during spermiogenesis. For example, 
BRD4 and BRDT1 show high similarity 
even on the JQ1-interacting domain, and 
BRD4 is associated with several patholo-
gies including cancers.40,41
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Focusing Research on  
a Common Target to Improve  
ART and Contraceptive Issues?
During recent decades, there has been 
increasing interest in biomedical issues 
involving infertility and contraception.
In addition, ethnical issues could alter 
contraceptive approaches.58 For example, 
the use of condoms is associated with sex 
outside marriage in Africa, inhibiting 
their use between married couples.
Vasectomy is, of course, an irreversible 
method of contraception under male con-
trol. The prevalence of vasectomy varies 
widely around the world. Some couples 
that choose sterilization cite problems with 
other contraceptive methods. In addition, 
couples that choose sterilization are more 
likely to be older, to be married and to have 
children. In some countries (for example 
in Latin America and the Caribbean), 
couples that choose sterilization are more 
likely to be of higher socioeconomic sta-
tus, while in others (for example in India 
and Bangladesh), they are more likely to 
be of lower socioeconomic status.
Attitudes toward male condoms and 
new contraceptive methods varied mark-
edly according to cultural background. 
One study reported that men from South 
Africa, China and Hong Kong were less 
enthusiastic about hormonal contra-
ception for men,59 while another study 
reported significant cultural variations in 
the acceptability of hormonal contracep-
tion for men.60 Educated men were more 
likely to find the idea acceptable. Those 
opposed to contraception either in general 
or because of their religious beliefs were 
likely to approve of male methods.
Masculinity is rarely evoked about 
contraceptive approaches when male 
alterations are involved in the decrease 
of fertility, particularly in the context of 
endocrine. If testicular biopsies can help 
in obtaining spermatozoa with infertil-
ity due to altered germ cell production, 
other approaches need to be developed. 
Indeed, a biopsy is an invasive approach 
and is associated with an increased risk 
for developing testicular cancer.48 One 
might think that to transplant sper-
matogonia differentiated in vitro from 
fibroblasts might allow a man to be the 
biological father of his children. Of 
obtained haploid cells (elongated sper-
matids and flagellated sperm) gave rise to 
healthy offspring through micro-insemi-
nation. Using foreskin fibroblasts to per-
form co-culture of Sertoli-like cells and 
germ cells may be a major advance toward 
helping male infertility.
A Long Way to Go  
and Many Questions to  
Solve Before Differentiating  
Fully Competent Germ Cells
(1) Although the potential use of 
human foreskin fibroblasts opens a new 
field of research in the production of differ-
entiated germ cells, the quality of the germ 
cells must be controlled before using such 
cells for ART. It will be necessary assess 
the criteria used to define differentiation. 
Is differentiation only morphological? Is it 
the correct expression of specific cell-type 
markers (protamine, acrosin, etc.)? Is it a 
specific epigenetic pattern (DNA methyla-
tion; histones/protamines)?
(2) Further tests will be needed to 
assure that these haploid germ cells can, at 
least in vitro, give rise to embryos.
(3) Once in vitro differentiation 
of efficient germ cells has been achieved, 
society will also have to address the bio-
ethical challenges.
(4) The use of animal models also 
represents a tool for exploring the root 
causes of male infertility. Deriving hPSCs 
from infertile men will allow identifica-
tion of where spermatogenesis arrests. 
It will be important to pre-clinically 
evaluate whether these in vitro-generated 
gamete forerunners have reproductive 
capacities in vivo. Re-implantation stud-
ies and analyses of embryo development in 
utero will also be necessary. As research on 
humans should be avoided for ethical rea-
sons, inter-species studies will be required. 
Such approaches have already been per-
formed and have succeeded between 
goats and mice. The use of animal mod-
els will be of major importance, as there 
is a large source of mouse models with 
altered spermatogenesis, altered Leydig 
or altered Sertoli functions. Approaches 
with transgenic models may be helpful 
in analyzing the cell/cell communication 
and paracrine factors involved in complete 
spermatogenesis.
did not allow the authors to obtain more 
haploid cells; in fact, the percentage even 
decreased after 20 d of culture, suggesting 
that the other germ-like cells (VASA+) do 
not have the capacity to differentiate into 
haploid cells.
However, this protocol may allow 
researchers to study events during early 
spermatogenesis from human primordial 
stem cells (hPSCs) to spermatogonial stem 
cells (SSCs) and to characterize the events 
associated with spermiogenesis to the 
round spermatid stage. If there is a long 
way to go, such results highlight the need 
to increase our knowledge of spermato-
genesis to be able to transplant germ cells 
that will differentiate in vivo in functional 
spermatozoa in the future.
In addition, the cells failed to perform 
complete spermiogenesis. This study 
highlights the complexity of such differ-
entiation and identifies some critical miss-
ing factors in this experimental protocol. 
This research highlights the potential 
need for supporting cells, namely Sertoli 
cells, for completing spermatogenesis in 
vitro. Sertoli cells play a supportive role 
to germ cells and maintain spermato-
genesis (Cheng et al., 2010). They form 
the hemato-testis barrier that isolates the 
germ cells from blood components, par-
ticularly immune mediators.55 It is worth 
noting that these functions might not be 
essential for the in vitro differentiation 
of germ cells. The role of Sertoli cells as 
the only source of nutrients and growth 
factors for germinal cells is bypassed in 
vitro by adding growth factors, serum 
and other supplements to the medium. 
However, the critical role of Sertoli cells 
of removing germ cell cytoplasm might 
be missing. Co-cultures of germ cells with 
Sertoli cells may be helpful to help human 
pluripotent fibroblasts to become haploid 
spermatids.
Buganim and collaborators managed 
to differentiate fibroblasts into embryonic 
Sertoli-like cells that are able to support 
germ cell survival in vitro.56 The addition 
of such cells could help to complete germ 
cell differentiation. This idea is supported 
by data showing that in vitro SSC lines or 
any isolated SSCs can perform full sper-
matogenesis.57 These data were obtained 
using an approach in which SSCs were 
transplanted into organ cultures. The 
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epigenetic pattern will be necessary to 
achieve the best rate of embryonic devel-
opment in vitro and to reduce spontaneous 
abortions after re-implantation in females 
and the incidence of severe pathologies in 
the progeny.
The role of epigenetics in male gam-
etes must also be evaluated. Indeed, ART 
approaches may lead to epigenetic modifi-
cations in the embryos developed in vitro.63 
Although epigenetics has not clearly been 
shown to have an impact on progeny devel-
opment, the fact that epigenetic modifica-
tions result in developmental defects that 
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contribute to the low efficiency of ART 
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Likewise, it will be necessary to con-
trol for the quality of germ cells that 
will be generated after the arrest of the 
temporary contraception in men. This 
includes morphological aspects as well as 
classical quality criteria such as mobility 
and capacity to fecund. The emergence 
of the importance of epigenetic status in 
haploid germ cells indicates that these 
criteria will also need to be taken into 
consideration.
All these studies on spermatogenesis 
will help in developing new strategies for 
contraception and for new approaches for 
restoring fertility. From all these recent 
data, the identification of the molecular 
mechanisms involved in such a complex 
process will give some hints and contribute 
to the emergence of a new field of biomed-
ical research. Finally, these studies suggest 
that spermiogenesis must be placed at the 
crossroads to reach the goals of the two 
main issues of biomedical reproductive 
biology, namely male contraception and 
male infertility.
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Background: Liver physiology is sensitive to estrogens, which suggests that
the liver might be a target of estrogenic endocrine disrupters (EED). However,
the long-term consequences of neonatal exposure to EED on liver physiology
have rarely been studied. The nuclear receptor small heterodimer partner
(SHP) mediates the deleterious effects of neonatal exposure to diethylstilbes-
trol (DES) on male fertility.
Objectives: As SHP is involved in liver homeostasis, we aimed to determine
whether neonatal estrogenic exposure also affected adult liver physiology
through SHP. Male mouse pups were exposed to DES in the first 5 days of life.
Results: DES exposure leads to alterations in the postnatal bile acid (BA) syn-
thesis pathway. Neonatal DES-exposure affected adult liver BA metabolism
and subsequently triglyceride (TG) homeostasis. The wild-type males neona-
tally exposed to DES exhibited increased liver weight and altered liver histol-
ogy in the adult age. The use of deficient male mice revealed that SHP
mediates the deleterious effects of DES treatment. These long-term effects
of DES were associated with differently timed alterations in the expression
of epigenetic factors.
Conclusions: However, the molecular mechanisms by which neonatal expo-
sure persist to affect the adult liver physiology remain to be defined. In con-
clusion, we demonstrate that neonatal DES exposure alters adult hepatic
physiology in an SHP-dependent manner.
Keywords: estrogenic endocrine disrupter, liver, small heterodimer partner
Expert Opin. Ther. Targets [Early Online]
1. Introduction
The small heterodimer partner (SHP, also known as NR0B2) is a member of the
nuclear receptor (NR) superfamily and has been demonstrated to play important
roles in liver physiology. SHP is primarily known for its functions in the regulation
of bile acid (BA) homeostasis. This role was unequivocally established by the
characterization of Shp-deficient mouse models [1,2]. Additionally, SHP also regu-
lates hepatic gluconeogenesis [3,4] and lipid metabolism [5]. SHP is an atypical NR
that lacks a DNA-binding domain [6] whose functions have been linked to its ability
to repress the transcriptional activity of other NRs such as the liver homolog-1
(LRH-1; NR5A2) [7] and the liver X receptora (LXRa; NR1H3) [8]. Additionally,
several lines of evidence have highlighted the crosslinks between SHP and the estro-
gen signaling pathways. SHP interacts and inhibits the transcriptional activity of the
estrogen receptors (i.e., Era/b and Nr3a1/2) [9]. Additionally, Shp is a direct target
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gene of both ERs [10]. Moreover, a portion of the estrogenic
effects of diethylstilbestrol (DES) in the testis might be
mediated through SHP [11].
The liver has been defined as a target of estrogenic signaling
pathways. Estrogens have bivalent effects on liver physiol-
ogy [12]. Some positive effects have been reported; for exam-
ple, total estrogen receptor alpha (ER-a) knockout mice
exhibit hepatic insulin resistance [13,14]. The loss of ER-a in
the liver has also been associated with hepatic steatosis and
inflammation [15]. Estrogens can inhibit CCl4-induced
hepatic injury through the induction of hepatic miR-29 [16].
Moreover, estrogens have a protective effect against the
development of liver cancer [17]. However, deleterious effects
of estrogens have also been reported; for example, estrogen
have been associated with cholestasis pathology [18,19].
Estrogen-induced cholestasis is a common form of cholestasis
syndromes [20]. Estrogen-induced hepatotoxicity in rodent
models is mediated through hepatic ER-a [12]. Moreover,
5 days of exposure to supra-physiological doses of 17a-
ethynylestradiol (EE2) altered synthesis pathways and uptake
and efflux of BAs and cholesterol in mice [19,21].
In utero and/or early postnatal development has been dem-
onstrated to be highly sensitive to exposure to estrogen-like
EDs such as estradiol benzoate and DES [22]. To define the
involvement of SHP in the effects of estrogenic EDs on liver
physiology, wild-type (Shp+/+) and Shp null (Shp-/-) males
were exposed to DES during early post-natal life. Here, we
show that at early postnatal ages, DES exposure affected the
BA synthesis pathway. Additionally, in adulthood, the DES-
treated males exhibited increases in liver weight that were cor-
related with higher proliferation rates. Neonatal exposure to
DES also affected adult BA metabolism and subsequently
affected triglyceride (TG) homeostasis. These effects are
mediated through the regulation of genes involved in BA
synthesis, efflux, and/or catabolism. The persistence of neona-
tal exposure in adult physiology was associated with the
altered expression of several epigenetic factors. These adult
effects were mediated by SHP, as evidenced by the finding
that the effects of DES treatment were less severe in the
Shp-/- male mice.
2. Experimental procedures
2.1 Animals
The mice used have been previously described [7], were main-
tained on a mixed 129sv/C57BL/6J background (50 -- 50%),
and were housed in temperature-controlled rooms on a 12 h
light/dark cycle. Based on the previous studies [19,11], the
mice were treated (subcutaneous injection) on the first
5 days of life (5 µl per day) with vehicle (corn oil, MP Bio-
medicals, France) or DES (0.75 or 5 µg/pup/day; Sigma
Aldrich, L’Isle d’Abeau, France). The mice were sacrificed
either at postnatal 10 day or at 10-weeks old.
This study was conducted in accordance with the current
regulations and standards approved by the Animal Care
Committee (CEMEA Auvergne; based on the protocol CE
59-12). The protocol was performed as documented previ-
ously (28).
2.2 Histology
The livers were collected, formalin-fixed, and embedded in
paraffin, and 5-µm-thick sections were prepared and stained
with hematoxylin/eosin (n = 6 -- 10 animals per group).
2.3 Immunohistochemistry
Paraffin sections of PFA-4% fixed liver were sectioned at 5 µm.
The sections were mounted on positively charged glass
slides (Superfrost plus), deparaffinized, rehydrated, treated for
20 min at 93 -- 98#C in citric buffer (0.01 M, pH 6), rinsed
in osmosed water (2 ! 5 min), and washed (2 ! 5 min) in
Tris-buffered saline. Immunohistochemistry was conducted
according to the manufacturer’s recommendations as described
earlier [23]. The slides were then counterstained with Hoestch
medium (1 mg/ml). The Ki-67 antibody (M3064, Spring Bio-
science, Pleasanton, CA) was used.
2.4 BA measurements
Liver BAs were analyzed in acetonitrile-deproteinized sam-
ples [24]. The qualitative measurements of the BAs in the liver
extracts were performed using CrystalChem (Downers Grove,
IL, USA) ELISA kits (Cat# 80470) following the man-
ufacturer’s recommendations.
2.5 Triglyceride measurements
The liver lipids were extracted as previously described [25]. The
TGs were measured using a commercial kit (Diagnostic Sys-
tem, Holzheim Germany).
2.6 Real-time RT-PCR
RNA from the liver samples was isolated using Nucleospin
RNA L (Macherey-nagel, Hoerdt, France). cDNA was
synthesized from the total RNA with the MMLV reverse tran-
scriptase and random hexamer primers (Promega, Charbon-
nie`re Les Bains, France). The real-time PCR measurements
of the individual cDNAs were performed using SYBR green
dye (Master mix Plus for SYBR Assay, Eurogentec, Angers,
France) to measure the duplex DNA formation with the
EppendorfRealplex system. The sequences of primers are
reported in the supplemental data as Supplemental Table 1.
Standard curves were generated with pools of liver cDNAs
from the animals with different genotypes and/or treatments.
The results were analyzed using the DDct method.
2.7 Western blot
Proteins were extracted from the tissues using lysis buffer
containing the following: 20 mM HEPES, 400 mM NaCl,
1 mM MgCl2, 200 µM EDTA in 25% de glycerol, and 1X
protease inhibitors (Roche Diagnostics, Meylan, France).
The antibodies used in this study were as follows: ACTIN
(Sigma Aldrich A2066) and CYTOKERATINE-8 (CK8)
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(Santa-Cruz, sc-52324). These antibodies were used in TBS,
0.1% tween and 10% milk.
2.8 Statistics
For statistical analysis, 2-way ANOVAs were performed.When
significant effects of treatment or genotype or their interactions
were obtained, multiple comparisons were made with Tukey’s
test. All numerical data are presented as the means ± the
SEMs. A p value < 0.05 was considered significant.
3. Results
3.1 Neonatal exposure to DES altered the BA
synthesis pathway
The hepatotoxicity induced by estrogenic compounds in the
adult has been associated with alterations of the expressions
of genes involved in BA synthesis [19]. Consistent with these
results, neonatal exposure to DES at both of the doses used
induced decreases in mRNA accumulation of Cyp7a1 and
Cyp8b1, whereas the expression of Cyp7b1 was increased
(Figure 1A). Interestingly, these effects of neonatal DES
exposure were less pronounced in the Shp-/-males, as Cyp7a1
and Cyp8b1 were affected only at the dose of 5 µg of DES
in these animals (Figure 1A and B).
3.2 Neonatal exposure to DES alters adult BA
xenobiotic metabolism
Neonatal endocrine disrupter (ED) exposure has been dem-
onstrated to induce abnormalities in adult that result in differ-
ent pathologies such as infertility [26,27]. We wondered similar
effects could be observed regarding liver physiopathology.
Thus, we measured liver BA levels in response to DES expo-
sure. The BA concentrations were significantly increased by
both doses of DES in the Shp+/+ mice but not in Shp-/- mice
(Figure 2A). BA homeostasis could potentially be altered at
several levels, including synthesis, uptake and/or efflux.
Because the effects of DES on BA levels were observed with
the lower dose used (0.75 µg), we decided to focus on this
dose to decipher the involved mechanisms. Neonatal exposure
to 0.75 µg of DES was associated with decreased expression of
genes involved in BA synthesis and those encoding cyto-
chromes Cyp8b1, Cyp7b1, and Cyp27a1 (Figure 2B), whereas
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Figure 1. Neonatal exposure to DES alters expression of genes involved in bile acid synthesis. mRNA expression of Cyp7a1,
Cyp8b1, and Cyp7b1 normalized to b-actin levels in liver of 10 day-postnatal Shp+/+ and Shp-/- mice exposed neonatally to
vehicle, 0.75 µg or 5 µg of DES. mRNA expression of Cyp7a1, Cyp8b1, and Cyp7b1 normalized to b-actin levels in liver of
10 day-postnatal Shp+/+ and Shp-/- mice exposed neonatally to vehicle, 0.75 µg or 5 µg of DES. In all of the panels data are
expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: *p < 0.05 versus control diet group; n = 6 -- 10 per group.
DES: Diethylstilbestrol.
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no effect on Cyp7a1 mRNA accumulation was observed
(Figure 2B). No alterations were observed in terms of
mRNA accumulation of the Na+-taurocholate-cotransporting
polypeptide (Ntcp), which is a protein that is, involved in BA
uptake (Figure 2B). Additionally, DES affected the efflux of
BA either in the bile or in the circulation as evidenced by
the decreased expressions of Organic anion transporting poly-
peptide 4 (Oatp4), ATP-binding cassette sub-family c member
3 (Abcc3), Abcc2, Abcc1a, and Abcb11 (Figure 2B). Finally,
BA and xenobiotic homeostases might also have compromised
as shown by the accumulation of the mRNAs of genes
involved in their catabolism. UDP glucuronosyltransferase
2 family, polypeptide B34 (Ugt2B34), Cyp3a4, and Cyp2b10
were decreased specifically in the wild-type males treated
with DES (Figure 2B).
The main role of SHP in these alterations of metabolism
following DES exposure is supported by the lack of effects
on the liver BA levels and on most of the analyzed genes in
the Shp-/- males (Figure 2A and B).
3.3 Neonatal exposure to DES alters TG metabolism.
We then sought to define the effects of the
increased hepatic BA levels
In the liver, TG synthesis has been defined to be a target of
BA through the FXR-SHP-LXR-Srepb1c pathway [5]; thus,
we analyzed TG homeostasis in livers exposed to DES. At
the molecular level, the mRNA accumulations of Diglyceri-
deacyltransferases 1 and 2 (Dgat1/2), Fatty-acid synthase
(Fasn), and Acetyl-CoA carboxylase (Acc) were unchanged
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Figure 2. Neonatal exposure to DES alters adult bile acid metabolism. A. Liver relative concentrations of bile acids of adult
Shp+/+ and Shp-/- mice exposed neonatally to vehicle, 0.75 µg or 5 µg of DES. B. mRNA expression of Cyp7a1, Cyp7b1, Cyp8b1,
Cyp27a1, Ntcp, Oatp4, Abcc3, Abcc2, Abc1a, Bsep, Cyp2b10, Cyp3a11, and Ugt2b34 normalized to b-actin levels in liver of
adult Shp+/+ and Shp-/- mice exposed neonatally to vehicle or 0.75 µg of DES. In all of the panels data are expressed as the
means ± SEM. Statistical analysis:*p < 0.05 versus control diet group; n = 6 -- 10 per group.
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compared to the control group (data not shown). In contrast,
the mRNA accumulations of Sterol Regulatory Element-
Binding Protein1c (Srebp1c), Stearoyl-coA-desaturase 1 and
2 (Scd1 and Scd2) were found to be decreased in the DES-
treated Shp+/+ animals (Figure 3A). The expressions of the
studied genes were not altered following DES exposure in
the Shp-/- males (Figure 3A). Consistent with the gene expres-
sion pattern, the Shp+/+ mice exhibited reduced hepatic TG
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Arrows indicate lymphocytes infiltration. b: representative micrographs of Trichrome de asson-stained liver of adult Shp+/+
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upon DES exposure, whereas no effect was observed in the
Shp-/- mice (Figure 3B).
3.4 Neonatal exposure to DES alters adult liver
histology
To continue the phenotyping of the livers exposed to DES,
we analyzed them at the histological level. Neonatal exposure
of the Shp+/+ and Shp--/-- males to DES produced no signifi-
cant effects on adult body weight even at the high dose of
DES (Supplemental Figure 1A). DES exposure led to a
significant increase in liver weight in the Shp+/+, whereas
no significant effect was observed in the Shp--/-- males even
at the higher dose of DES (Supplemental Figure 1A). In
the 10-week-old adult Shp+/+ mice that were neonatally
exposed to DES, the livers exhibited morphological altera-
tions including the infiltration of lymphocytes (Figure 3C)
and the presence of fibrotic areas (Figure 3C). These findings
were further supported by the increased expression of CK8, a
marker of liver injury (Figure 3D). The same results were
obtained for the higher 5 µg dose (Figure 3D). No effects
on the Shp-/- mice were observed even at the 5 µg DES
dose (Figure 3C and D).
The increase in liver weight could have resulted from
several mechanisms. No effect of DES exposure was observed
on the rates of apoptosis in either the Shp+/+ or Shp-/- males
(data not shown). In contrast, immunochemistry for Ki-67,
a marker of the cell cycle, revealed that the livers of the
Shp+/+ DES-treated group exhibited a greater proliferation
rate compared to the vehicle-treated animals (Figure 3C).
The Shp-/- males exhibited reduced sensitivity to DES
exposure because the proliferation rate was not increased in
these animals (Figure 3E).
3.5 The expressions of several NRs involved liver
physiology are sensitive to neonatal exposure
to DES
To define the altered signaling pathways that were potentially
involved in the effects on DES on the liver, we studied the
expressions of different NRs that are known to play critical
roles in this process. In the wild-type males, no effects were
observed on the mRNA accumulations of Er-a, Lrh-1, Lxra
or Lxrb. In contrast, the mRNA accumulations of Hepatocyte
Nuclear Factor-4 (Hnf4), Shp, and Fxra were significantly
decreased in DES-treated groups (Figure 4A). Additionally,
the expressions of Car and Pxr, which are two NRs that are
responsive to DES, were found to be decreased in the Shp+/+
males. No effects were observed in the Shp-/- males.
3.6 The expressions of epigenetic factors are
sensitive to neonatal exposure to DES
It could be hypothesized that the altered liver metabolism in
the early postnatal age are responsible for the alterations in
adult. However, the low sensitivity of the Shp-/- males to
DES-treatment during postnatal development does not favor
of this hypothesis. Indeed, the effects of 5 µg DES on the
expressions of Cyp7a1, Cyp7b1, and Cyp8b1 in the 10dpn
Shp-/- males were not associated with altered BA levels in the
adults. These findings suggest that other SHP-dependent
mechanisms must be involved. As epigenetic mechanisms
have been demonstrated to be key factors in the long-term
effects of EDs [27], we analyzed critical factors in epigenetic
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processes. The expressions of Euchromatic Histone-lysine N-
MethylTransferase 2 (Ehmt2; G9a), DNA methyltransferease-1
(Dnmt1), Dnmt2, and Dnmt3a were not affected by DES
exposure either at 10-days postnatal (dpn) or in adulthood
(Figure 5). Regarding histone modifications, the accumulation
of Enhancer of Zeste homolog-2 (Ezh2) mRNA was decreased
in the adult livers of the Shp+/+ males, whereas no effect was
observed at 10 dpn (Figure 5). Additionally, Dnmt3b mRNA
accumulation was found to be decreased in the DES-treated
Shp+/+ males at both of the ages studied. No effects were
observed in the Shp-/- mice (Figure 5). However, no modifica-
tions of global epigenetic markers were observed in the
DES-treated animals (data not shown) suggesting additionally
gene-specific alterations.
4. Discussion
Previous studies have reported the causal links between steroid
hormones (androgens and estrogens) and liver diseases such as
hepatocarcinoma [28] and cholestasis [29]. These relationships
suggest that steroid pathways might play important roles in
liver pathophysiology in the context of exposure to EDs.
The present study showed that neonatal exposure to an
estrogenic compound altered the expressions of the genes
involved in BA synthesis. Neonatal exposure to DES was asso-
ciated with decreases in Cyp7a1 and Cyp8a1 expression,
whereas Cyp7b1 expression was increased. Interestingly, these
effects were partly dependent on SHP because the as Shp-/-
males were sensitive to the higher dose of DES. These results
are consistent with those of previous study that showed that
the effects of DES treatment in early postnatal life on the testes
are SHP-independent [11]. These data suggest that SHP might
not be a critical factor in liver and testes physiology in the con-
text of estrogen exposure during early postnatal development.
In the adults, the involvement of SHP was supported by
the lack of effect of DES exposure on the Shp-/- males. In
the Shp+/+ males, the BA metabolism was altered by DES-
treatment through an effect on the BA synthesis pathway
and on the catabolism and efflux of the BAs. The altered liver
secretion of BAs was supported by the fact that the serum BA
levels were not altered (data not shown). The significance of
BA-elevation in liver was supported by the altered TG metab-
olism in response to neonatal exposure to DES.
Regarding the molecular signaling pathways, we demon-
strate that, in the Shp+/+ males, DES affected the expressions
of Shp, Fxra, and Hnf4, which are important regulators of
liver physiology [4,30]. Additionally, DES led to reduced
mRNA accumulations of the Constitutive Androstane Recep-
tor (CAR, NR1I3) and the Pregnane X Receptor (PXR;
NR1I2) in the Shp+/+ males, whereas no effects were observed
in the Shp-/- mice. These findings are consistent with the effect
of DES on Cyp3a4 and Cyp2b10, which are two target genes
of CAR or PXR [31,32].
It could be hypothesized that the altered liver metabolism in
the early postnatal age is responsible of the alterations observed
in adulthood. However, the sensitivity of the Shp-/- males to
DES-treatment during postnatal development does not favor
this hypothesis. Thus, to establish the link between neonatal
Dnmt3a Ezh2Dnmt3b G9a
10dpn
10-week-old
R
el
at
iv
e 
m
RN
A
ex
pr
es
si
on
R
el
at
iv
e 
m
RN
A
ex
pr
es
si
on
0
50
100
150
200
0
50
100
150
200
Dnmt3a Ezh2Dnmt3b G9a
*
*
*
Shp-/-Shp+/+
Shp-/-Shp+/+ Shp-/-Shp+/+ Shp-/-Shp+/+ Shp-/-Shp+/+
Shp-/-Shp+/+ Shp-/-Shp+/+ Shp-/-Shp+/+
Oil
DES 0.75 µg
Figure 5. Neonatal exposure to DES alters mRNA accumulation of epigenetic factors. (A) mRNA expression of Dnmt3a,
Dnmt3b, Ezh2, G9a normalized to b-actin levels in liver of 10 dpn pups or 10-week-old Shp+/+ and Shp-/- mice
exposed neonatally to vehicle or 0.75 µg of DES. In all of the panels data are expressed as the means ± SEM.
Statistical analysis: *p < 0.05 versus control diet group; n = 6 -- 10 per group.
DES: Diethylstilbestrol.
Estrogenic endocrine disrupter alters liver physiology
Expert Opin. Ther. Targets (2014) 18 (12) 7
exposure and permanent alterations in liver physiology follow-
ing DES exposure, we analyzed epigenetic factors. Indeed, epi-
genetic mechanisms have been demonstrated to be key factors
of the long-term effects of EDs [27]. Moreover, key metabolic
genes involved in glucose and lipid metabolism are controlled
by epigenetic processes [33,34]. Similarly, some of the epigenetic
genes involved in histone modifications and DNAmethylation
were found to be altered following DES-exposure. Among
these genes, it has previously been demonstrated that the levels
of Dnmt3b are decreased in the seminal vesicles of animals
exposed to DES [35]. Interestingly it has been suggested that
alterations of Dnmt3b can modify liver metabolism [36]. To
decipher the molecular mechanisms involved in this process,
additional ChiP-seq experiments will be necessary to define
the specific target genes that are altered by the down-regulation
of Dnmt3b in the context of DES exposure.
The etiologies of liver pathologies remain difficult to estab-
lish. The significance of the effects of early postnatal exposures
on later adult outcomes of liver disease is supported by the fact
that the onsets of liver diseases are insidious, and there are often
latent periods between the occurrence of the disease and its
detection due to hepatic decompensation. Our results are inter-
esting regarding the hypothesis of the developmental origin of
health and diseases. Thus, the present work demonstrates that
the history of exposure to EDs during early life needs to be
taken into consideration as it affects adult liver physiology.
The present study supports this later effect of estrogenic
exposure on liver physiology as shown by the increases in liver
weight and CK8 protein accumulation following DES expo-
sure. Interestingly, CK8 is a marker of liver injury [37,38].
Additionally, the overexpression of CK8 has been described
in hepatocarcinomas in mice and humans [39,40]. Consistent
with this potential pro-carcinogenic property of CK8, we
showed that the livers of the mice that were exposed to DES
exhibited increased proliferation rates, which could predispose
them to cancer development at older ages.
This work leads us to propose a model for the actions
of estrogen-like ED on liver physiology at different ages
(Figure 6). As demonstrated previously for estrogens [19],
estrogen-like ED might act through the activation of ERa
Estrogenic EDS
(diethylstilbestrol)
Neonatal period
Erα
Liver injury
Bile acid synthesis
Adult age
Epigenetic process
(Dnmt3b)
*Trigyleride metabolism
*Bile acid metabolism
*Proliferation rate
*Infiltration of immune cells
Fibrosis
Predisposition to
pathologies?
Cholestasis
Steatosis
Liver cancer
SHP?
Figure 6. Proposed model. Estrogen-like EDs act through the activation of ERa altering genes involved in BA synthesis which
in turn induced hepatotoxicity. Here we demonstrate that in neonatal age, these effects are SHP partly dependent suggesting
SHP-independent mechanisms (left part). Interestingly, the neonatal exposure is associated with impacts on adult liver
physiology as shown by altered BA and TG metabolisms as well as liver histology and proliferation rate. However, it could be
assume that these phenomena in adult are not due to the alteration of BA metabolism in neonatal life, as there is a clear
difference in the involvement of SHP at these different ages. This suggests that other mechanisms, may be through epigenetic
factors, could be involved.
BA: Bile acids; ED: Endocrine disrupter; SHP: Small heterodimer partner; TG: Triglyceride.
A. Vega et al.
8 Expert Opin. Ther. Targets (2014) 18(12)
to alter genes involved in BA synthesis, which in turn induces
hepatotoxicity. Here, we demonstrated that, at the neonatal
stage and at the lower dose, these effects were partially depen-
dent on SHP (Figure 6, left part). Interestingly, the neonatal
exposure was associated with the effects on the liver physiol-
ogy as shown by the SHP-dependent alterations in BA and
TG metabolism and liver histology and proliferation rate.
However, we assume that these phenomena in the adult are
not completely determined by alterations of BA metabolism
during neonatal life, as there were clear differences in the
involvement of SHP at these different ages. Indeed, SHP is
a critical factor during adulthood (Figure 6, right part),
whereas this is less the case in early postnatal life.
Taken together, these data demonstrate that exposure to
estrogenic EDs during the neonatal period alters liver physiol-
ogy and could open a new field of research regarding the
developmental origin of adult liver diseases, such as steatosis,
cholestasis, and cancer. Moreover, we defined the role of
SHP as a critical factor in the link between neonatal estrogenic
signaling pathways and subsequent liver pathophysiology in
adulthood.
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In the last decades, studies in rodents have highlighted links between in utero and/or neona-
tal exposures to molecules that alter endocrine functions and the development of genital
tract abnormalities, such as cryptorchidism, hypospadias, and impaired spermatogenesis.
Most of these molecules, called endocrine disrupters exert estrogenic and/or antiandro-
genic activities. These data led to the hypothesis of the testicular dysgenesis syndrome
which postulates that these disorders are one clinical entity and are linked by epidemiologi-
cal and pathophysiological relations. Furthermore, infertility has been stated as a risk factor
for testicular cancer (TC). The incidence of TC has been increasing over the past decade.
Most of testicular germ cell cancers develop through a pre-invasive carcinoma in situ from
fetal germ cells (primordial germ cell or gonocyte). During their development, fetal germ
cells undergo epigenetic modifications. Interestingly, several lines of evidence have shown
that gene regulation through epigeneticmechanisms (DNA and histonemodifications) plays
an important role in normal development as well as in various diseases, includingTC. Here
wewill review chromatin modifications which can affect testicular physiology leading to the
development ofTC; and highlight potential molecular pathways involved in these alterations
in the context of environmental exposures.
Keywords: testicular cancer, physiology, epigenetic, endocrine disrupters
TESTICULAR CANCERS
Testicular cancer (TC) is a rare solid tumor which account for
1% of cancers in men. However, it is the most common cancer
in men in their 20s and 30s (Ziglioli et al., 2011). It is a real san-
itary problem as it affects men during their reproductive years.
Interestingly, the development of TC has been associated with
urogenital abnormalities (Olesen et al., 2007). TC development
has been associated with cryptorchidism, hypospadia, and hypo-
fertility. Indeed, epidemiological studies argue for an increased
risk of testicular germ cell tumor in males who suffer for fertility
troubles (Burns et al., 2010).
EPIDEMIOLOGY
In developed countries, the prognosis for TC is excellent, with
a 5-year survival rate >95%. Despite it represents the most fre-
quent solid cancer in young men, it seems a quite rare pathology
(Richardson et al., 2012). Thus all these data has led to consider tes-
ticular tumors as a curable neoplasm. It has to be noted that there
are some geographic and racial variation in the risk of TC develop-
ment (Richiardi et al., 2004). Indeed, in US,Hispanic men had the
largest increase in incidence rates for non-seminomas (Townsend
et al., 2010). Next to this, the genetic predisposition has been sug-
gested as men with familial history of germ cell TC (TGCC) have
a 4- to 10-fold increased risk to develop also such tumor (Greene
et al., 2010). The analysis of this genetic risk seems to be associated
with an autosomal recessive mode of inheritance that must result
of the combined effects of several alleles. It was estimated that 25%
of TC susceptibility account for by genetic effects (Turnbull and
Rahman, 2011). If TCs are quite rare in African men, the mor-
bidity and mortality of TC is quite high in developing countries
(Ugwumba and Aghaji, 2010). These data highlight the impact of
poverty and paucity of resources to detect and treat cancers. In
that line, it has been reported that socioeconomic position has an
impact on the risk of TC development as well as the survival rate
(Richardson et al., 2012).
The main way to identify TC as soon as possible is auto-
palpation by men to look at increased size or the appearance of
“hard” testis (Umeh and Chadwick, 2010). After identification of
the anomalies, biopsies will help to characterize the type of TC.
Then imaging will also play a key role to determine the lymphatic
extension and potential metastasis (Brunereau et al., 2012).
There are several kinds of TCs that need to be characterized by
the physician using anatomopathological approach. There are sev-
eral kinds depending on cell type at the origin of the development
of TC (van de Geijn et al., 2009); thus there are intratubular germ
cell neoplasia (IGCN), atypical germ cells with maturation arrest
(MA), pseudolymphovascular invasion, real lymphovascular inva-
sion in germ cell tumors, macroscopic Sertoli cell nodules, and
Sertoli cell tumors. However, we can thus distinct germ cell tumors
versus non-germ cell tumors. The most common TC are germ cell
one which represent 95% of these tumors. There are two main
types described which are seminoma and non-seminomatous
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germ cell tumors, with a third one which is the spermatocytic
seminoma (Mannuel et al., 2012).
Here we will focus this review on germ cell cancers. Their inci-
dence has been reported to be continuously increasing in the last
decades in men of different industrialized countries.
Regarding the two major groups of testicular germ cell cancers
which are the seminomas and non-seminomas, each represent
approximately 50% of germ cell tumors. It is interesting to note
that around 15% of TGCC contain a mix of seminoma and non-
seminomatous tumors (Aschim et al., 2006).
Seminomas are managed with orchiectomy and surveillance
or radiotherapy in stage I and chemotherapy in more advanced
stages (Warde et al., 2011). On the other side, non-seminomas
which consist of several histologic types, such as choriocarcinoma,
teratoma, yolk sac tumor, and embryonal cell carcinoma, eachwith
different tumor marker profile, are less sensitive to radiation and
are frequently treated with chemotherapy (Warde et al., 2011).
GENETIC ASSOCIATION
The development of TGCC is associated with many chromoso-
mal abnormalities (Summersgill et al., 1998). Indeed, TGCC are
aneuploid; with non-seminomatous tumors and seminoma being
respectively hypotriploid and hypertriploid. The major associa-
tion is with the gain of material from the chromosome arm 12p in
both seminoma and non-seminomatous tumors (Atkin andBaker,
1982). The analyses of these chromosomal reorganizations lead to
the characterization of potential candidates involved in the TGCC
pathology. Among them, there is amplification of the KRAS and
Cyclin d2 genes (Rodriguez et al., 2003). They are associated with
malignant transformation and proliferation. Next to these genes,
there are also those implicated in the cell pluripotency such as
Stella and Nanog (Clark et al., 2004).
The strongest association for TGCC susceptibility is for single
nucleotide polymorphisms (SNPs) at the 12q22 within the kit-
ligand gene (Kanetsky et al., 2009). It is correlated with a 2.5-fold
increased risk of disease. This gene has been involved in several
aspect of primordial germ cell (PGC) development. Indeed, it
seems to act on PGC migration and survival (Gu et al., 2009).
These impacts might rely on the downstream target KRAS which
then activate the p110 catalytic subunit of the PI3K pathwaywhich
in turn through AKT pathways will act on proliferation, survival,
and migration (Sasaki et al., 2003). KRAS could also mobilize the
MAPK pathways reinforcing its impact on proliferation, survival,
and migration processes.
Next to this, as testicular physiology is under the control of
the endocrine functions mainly through the activity of androgen
and estrogen receptors, it was deeply studied if polymorphisms
of genes involved in hormonal metabolism could be associated
with a higher risk of TCs. Even if some reports are contradictory,
the studies focused on the androgen receptor (AR), the estrogen
receptors and genes involved in either synthesis or degradation of
the hormones.
Regarding the estrogen receptors, it was demonstrated
that polymorphisms in ERα are associated with azoospermia
(Romerius et al., 2011) and aremore likely to be associatedwith the
risk of seminoma and metastasis (Brokken et al., 2012); whereas
polymorphisms in ERβ are more likely to be link to altered
spermatogenesis (Aschim et al., 2005) and with risk of TGCC.
New to this, polymorphisms in 17-β hydroxydehydrogenase-4
which convert androgen and estrogen to weaker hormones were
associated with TGCC (Chia et al., 2010; Ferlin et al., 2010). In
these metabolic pathways, polymorphisms in cytochrome P450
Cyp-1A1 gene, encoding a hormone-metabolizing protein, were
identified and inversely correlatedwithTC.Their effectsweremore
or less severe regarding the different polymorphisms suggesting
that it may contribute to susceptibility to TGCC development
(Figueroa et al., 2008; Kristiansen et al., 2011).
In this hormonal context, one of the most studied genes
in regards to polymorphisms is the AR. The AR gene has two
polymorphic regions in exon-1 with CAG codon encoding for glu-
tamine and GCN which encode for glycine. Changes in the length
of these polymorphic trinucleotide repeats, (CAG) and/or (GGN),
lead to altered transactivation of the AR which has been shown to
play a role in several forms of endocrine cancer such as prostate
cancer. Regarding TC some studies are a bit contradictory show-
ing either or not link with increased risk of TGCC (Rajpert-De
Meyts et al., 2002; Garolla et al., 2005). However, it appears that
the increased risk of seminoma was associated with the shorter
CAG repeat length. This suggests that an increased AR transacti-
vation may be involved in the development of seminoma and/or
progression of carcinoma in situ (CIS) to seminoma (Davis-Dao
et al., 2011). It is also demonstrated that the combination of altered
number in repeat for both CAG and CGC is important for the
correlation with TC. Indeed, Garolla et al. (2005) showed that
the combination of CAG (20 repeats) and GGC (17 repeats) was
more frequent in patient with TGCC (8 versus 1.7% in control
patients).
Like most of the cancer pathologies, TCs seem to be the results
of either genetic and environmental factors. It has been stated
that TCs derive from a precocious lesion, the CIS of the testis,
also known as IGCN or testicular intraepithelial neoplasia (TIN;
Sonne et al., 2008). This lesion deserves great attention, because
the diagnosis of CIS may lead to a precocious diagnosis of TCs.
Usually, the diagnosis of CIS is incidental.
If there is a consensus on the fact that the process of the TC
pathology may found its origin during embryonic life of the indi-
vidual, it can also be suspected that there might also be some other
events participating to its appearance. Indeed, it seems quite a long
process that TC occurs in the 20s or 30s of life when first event
took place in fetal life. Thus it could be hypothesized that there
might be a second hit at puberty, like hormone burst that could
provoke the definitive occurrence of TC. This clearly highlights
the importance of the microenvironment. A study on patients
with testicular maldescent shows that there is around a two-fold
increased risk to develop TGCC if the orchidopexy is performed
after the age of 13, compare to men who had the operation before
their 13 (Walsh et al., 2007). Thus placing the testes in the scrotum
before puberty decreases the incidence of TGCC; suggesting that
intra-abdominal location at puberty promotes testicular tumori-
genesis. Gene expression profiling carried out on TGCC samples
demonstratemarked differences between the histological subtypes
of TGCC. This reflects stages and patterns of differentiation. It
also supports a model of differentiation from IGCN to semi-
nomas or embryonal carcinomas. Gene expression patterns and
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genomic imprinting analyses in TGCC show similarity to PGCs
and gonocytes (Ziglioli et al., 2011).
ENVIRONMENTAL ISSUES
THE TESTICULAR DYSGENESIS SYNDROME HYPOTHESIS
In 1993, Skakkebaek and colleagues proposed that various dis-
orders of male reproductive health, namely cryptorchidism,
hypospadias, subfertility, and testicular germ cell tumor, derived
from perturbations of embryonal programing and gonadal devel-
opment during fetal life (Sharpe and Skakkebaek, 1993). Thus
they defined it as testicular dysgenesis syndrome (TDS; Skakke-
baek et al., 2001). The anomalies may lead to early symptoms,
such as hypospadias and undescended testis, as well as late effects
such as testis cancer and infertility. Themost frequent abnormality
due to TDS may be impaired spermatogenesis.
A fetal origin is obvious with regard to two symptoms of TDS:
hypospadias and cryptorchidism.Moreover, studies suggested that
the precursor cells of testis cancer, CIS testis, are similar to fetal
gonocytes. The accepted etiology for germ cell cancer suggests
that developmental arrest of fetal germ cell differentiation is a
main event leading to persistence of gonocytes, which in turn
develop into CIS. The causes remain unknown, although dis-
turbances in the microenvironment provided by the Sertoli and
Leydig cells may play a major role. Moreover, spermatogenesis is
strictly controlled and depends on a succession of signals provided
by the local environment (Skinner et al., 1991; Verhoeven, 1992;
Jégou, 1993).
Among all the studies on testicular functions, there are several
windows of time that must be critical for its development. Next to
the importance of the fetal development, it appears that puberty
must be an important timing. This is when hormone levels will
reach optimal concentrations leading to the secondary sexual char-
acters. This will also coincide with the appearance of the TGCC,
as men are affected between 15 and 35 years old.
Hormones playmajor impacts on testicular functions through-
out the life of the individuals. Indeed, testis is a key target
for androgen and estrogen actions. These hormonal sensitivi-
ties have been studied for decades (Verhoeven et al., 2010). The
role of testosterone is evident in patients with complete androgen
insensitivity syndrome (Sultan et al., 1993).
Moreover, testicular descent occurs in two phases: the trans-
abdominal phase, which animal studies suggest depends on the
insulin-like hormone 3 (INSL3) produced by interstitial Ley-
dig cells (Kaleva and Toppari, 2005; Ferlin et al., 2006, 2009).
It has been demonstrated that the expression of the Insl3 gene
is under the control of the estrogen signaling pathway (Ceder-
roth et al., 2007). Then, the inguinoscrotal phase is dependent on
androgens.
Androgens play a crucial role in the control of spermatoge-
nesis. Molecular details have been discovered using transgenic
mice invalidated (knock-out, KO) for AR either in the testis or
in different testicular compartments. Such mice have low testos-
terone levels with altered expression of steroidogenic enzymes,
even Leydig cell mass is altered (Wang et al., 2009). AR is involved
in autocrine action of testosterone on Leydig cells. Testosterone
deficiency is responsible for spermatogenesis arrest due to altered
Sertoli functions (Wang et al., 2009).
In mouse ERα have been demonstrated to be involved in the
maturation of the spermatozoa (Lubahn et al., 1993). These KO
mice present an excess of fluid which increases the pressure within
the seminiferous tubules and leads to the germ cell loss (Eddy et al.,
1996; Hess et al., 1997). Surprisingly, the ERβ-KO mice show no
testicular phenotype (Couse and Korach, 1999).
The deficient male mice for Cyp19 (Cyp19-KO), encoding for
the enzyme responsible for the aromatization of testosterone into
estrogens, develop normally and their genital tract is anatomically
similar to that of the wild-type (Robertson et al., 1999). Males are
fertile; however, some of Cyp19-KOmales exhibit an altered sper-
matogenesis by the age of 5months (Robertson et al., 1999). By the
age of 1 year, all males develop abnormal spermatogenesis with a
blockage of germcellmaturation at the spermatid stage. This is due
to an increase in apoptotic rates when compared to the wild-type
animals. The observation of abnormal acrosome development in
the Cyp19-KO mouse suggests that acrosome biogenesis could be
estrogen-dependent (Robertson et al., 1999). Interestingly, estra-
diol have been demonstrated to play a role as a survival factor
for the human germ cells (Pentikäinen et al., 2000), and also is
beneficial for spermmotility (Carreau and Hess, 2010). Moreover,
next to these data, deleterious effects of numerous endocrine dis-
ruptors on sperm count and male genital tract (cryptorchidism,
hypospadia, and infertility) have been documented (Iguchi et al.,
2001; Sikka andWang, 2008) particularly in the context of in utero
and/or neonatal exposures.
Imbalanced equilibrium between the estrogen and androgen
levels in utero is hypothesized to influence TC risk. Thus, alter-
ations in genes involved in the action of sex hormones may
contribute to variability of an individual’s susceptibility to TC.
Mutations in testosterone pathway genes may alter the level of
testosterone in vivo and hypothetically the risk of developing TC
(Kristiansen et al., 2012). In regard with the hypothesis of the
TDS and the known impact of steroids on testicular development
and functions, it has been hypothesized that endocrine-disrupting
chemicals could play a role in these pathologies.
ENDOCRINE DISRUPTERS
The endocrine disrupters (EDs) are compounds which may be
of industrial or natural origin and which act to dysregulate
steroid function and metabolism. They produce their effects by
mimicking, antagonizing, or altering endogenous steroid levels
(androgens or estradiol, E2) via changing rates of their synthesis
or metabolism and/or expression or action at receptor targets.
The questionof environmental endocrine disruptionhas been a
topic of public concern formany years and remains high on the sci-
entific agenda. Indeed the number of chemical used is constantly
increasing in developed countries, it is supposed that humans and
animals can be exposed to a growing number of contaminants
which can accumulate in their bodies and may have adverse con-
sequences for health. Large range of chemicals (banned or still in
use) have been characterized as EDs. Among these EDs, highly
produced, Bisphenol A (BPA; Rubin, 2011) is present in plas-
tics, including beverage and food storage containers and in the
ink used for thermal paper receipts. Some individuals have also
been exposed to contaminants with adverse effects originating
from medical use (diethylstilbestrol, DES; Bullock et al., 1988),
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or dietary habits (phytoestrogens; Naciff and Daston, 2004). More
surprisingly, in China, human excretions were suspected to be the
major contributor of estrogens in municipal wastewater (Zhou
et al., 2012).
Moreover, studies have made correlations between elevated
levels of phthalates in urines of pregnant women and lower mas-
culinization of their progeny (Suzuki et al., 2012). EDs have also
been detected in the maternal milk (Hines et al., 2009).
Regarding the urogenital development and more particularly
testis, the impacts of EDs have been quite well described on
human and rodent models (Volle et al., 2009; Toppari et al.,
2010; Desdoits-Lethimonier et al., 2012). This is mainly true for
hypospadia, cryptorchidism, and infertility; but the link with
TGCC remain to be defined.
It has been demonstrated that EDs with estrogenic activity lead
to a decrease of expression of steroidogenic genes which by the
end result in lower testosterone concentrations (Joensen et al.,
2008). However, the mechanisms seem to differ between species.
This highlights the difficulties to find good experimental models.
Indeed, one will claim that human cells will not react as murine
cells; and othermay assume that cell lines or explants tissuesmight
not totally react as in the body. Indeed, endocrine systems are really
complex and need to be analyzed in regard of the complexity of
integrative physiology.
The effect of such EDs in human pathology is quite difficult to
establish. It is really difficult to have standardized cohort between
the studies, which is due to the history of patients (environmen-
tal and genetic factors). This heterogeneity leads to inconsistent
studies which do not allow definitive conclusions on the potential
involvement of EDs in TGCC.
It has been demonstrated that there was a six-fold increase in
the risk of seminoma among plastic workers exposed to polyvinyl
chloride (PVC; Ohlson and Hardell, 2000). However, Hardell et al.
(2004a) did not found association between PVC exposure and TC.
Another study fromHardell et al. (2006) show that chlorinated
biphenyls (PCBs) could play a role during fetal exposure in the
etiology of TC as case mothers were identified to have significantly
higher concentrations of these PCBs. However, regarding PCBs,
no different risk pattern could be demonstrated for seminoma and
non-seminomatous TC (Hardell et al., 2003, 2004b).
However, several studies have demonstrated some effects of
thesemolecules on risk of TGCC (Hardell et al., 2003, 2004b, 2006;
McGlynn et al., 2009). In their study McGlynn et al. (2009) asso-
ciated PCBs with a decrease risk of TGCC development. Different
PCBs are either associatedwith decrease risk of either seminomaor
non-seminoma. In the same line of evidence, it was demonstrated
that in patients with seminoma there was differences in concentra-
tions of different PCBs (Purdue et al., 2009). Some PCBs (44, 49,
and 52) were found to be lower accumulated in patients with semi-
noma compare to congeners; whereas other PCBs (99, 138, 153,
167, 183, and 195) were significantly higher accumulated in these
patients. This suggest that rather than specific concentration of
one or another PCB, it may be the relative concentrations of mul-
tiple one that might be relevant to established clear correlation
with the risk of TC.
Moreover, evidences suggest that exposures to pesticides
could be risk factor of TC development. Indeed, a recent
study reported a significant association between TC develop-
ment and use of insecticides such as organochlorine pesticides,
namely dichlorodiphenyldichloroethylene (p,p′-DDE) isomer and
hexachlorobenzene (Giannandrea et al., 2011).
Next to this, as TC development seems to be either associ-
ated with genetic predisposition and or environmental exposure,
it might be of interest to analyze the potential combination of such
anomalies. Consistent with this hypothesis, as polymorphisms in
AR and some organochlorine pesticides have been associated to
risk of TGCCdevelopment, and that some of these organochlorine
pesticides present anti-androgenic activities, Biggs et al. (2008)
have studied the potential interaction of AR polymorphisms and
exposure to p,p′-DDE and the association with TC risk. According
to their study, they were not able to demonstrate any association
betweenp,p′-DDE exposure andTC risk, either or not in combina-
tionwith (CAG)n length. However, a point to take in consideration
is that p,p′-DDEconcentrationwasmeasured in adult patients, but
as TC is supposed to found its origin in fetal life, this must be the
exposition in this period of life that must be significant to define
such association. However, it will be difficult for instance to estab-
lish such correlation as we do not have access to fetal/neonatal
blood of these patients. However, it could be though to perform
some clinical trials to collect blood of new borns and make assay
for pesticides concentrations. Then it will be necessary to follow
these boys and see if they will further develop TC, and perform
correlation with fetal/neonatal concentrations of pesticides.
ED and insulin-like-3
Next to their steroidogenic function, Leydig cells during devel-
opment express the insulin-like-3 gene which is responsible
for gubernaculum maturation (Ivell and Anand-Ivell, 2011). In
human, INSL3 is produced by prenatal, neonatal, and adult Ley-
dig cells to various extents (Ivell and Anand-Ivell, 2011). INSL3
production seems to be dependent on the state of Leydig cell dif-
ferentiation, and is stimulated by the long-term trophic effects
mediated by luteinizing hormone (LH; Toppari et al., 2007). This
finding clearly helps in understanding the complete process of
testis descent. The role of the INSL3 on testis descent was high-
lighted by the fact that mouse KO for the gene encoding Insl3
results in cryptorchidism (Adham andAgoulnik, 2004). Moreover,
animal model of ED exposures demonstrated that INSL3 pro-
duction is sensitive to estrogenic or anti-androgenic compounds.
This clearly suggests that maternal exposure to EDs during preg-
nancy can result in cryptorchidism, a factor that predispose to TC
development.
ED and steroidogenesis
This link is of particular importance. Indeed, if CIS have been
described in boys at birth (Jacobsen and Henriques, 1992), TCs
appear in young men between 15 and 35 years old, suggesting that
puberty and probably the increase of hormone concentrations
must be key events.
The impact of EDs on steroidogenesis has been demonstrated
for several decades now. EDs have been described to inhibit
critical cellular functions involved in steroidogenesis, such as
transport of cholesterol into the mitochondria, the expression of
steroidogenic genes or the activity of these enzymes (Vanparys
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et al., 2012). Indeed, it has been demonstrated that exposure of
adult rats to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCCD) led to
lower production of testosterone in response to human choriog-
onadotropin (hCG), relative to testes from control rats (Kleeman
et al., 1990). The additionof pregnenolone is able to restorenormal
testosterone secretion. This highlights that the impact on steroid
synthesis might results from altered cholesterol synthesis or mobi-
lization to the mitochondria (Moore et al., 1991). TCDD was also
observed to reduce the number and size of the Leydig cells (John-
son et al., 1994). Moreover, the use of primary culture of Leydig
cells also demonstrate that TCDD represses Cyp11a1 expression,
through the alterationof the ability of hCG to increase intracellular
cAMP levels (Lai et al., 2005).
The impact on the animal phenotypes will depend on the age at
exposure. Thus fetal/neonatal exposure will lead to altered inter-
nal genital organs. Indeed, experimental models have shown that
disruption of the androgen signaling results in feminization of
external genitalia (Nagahama et al., 2004). In animalmodels, expo-
sures to low concentrations of EDs are able to alter testosterone
synthesis without any effect of feminization. However, the most
interesting thing is that even after neonatal exposure, the adult
testosterone concentrations are decreased suggesting long-term
impact that is specific to this particular window of exposure (Volle
et al., 2009). This has been clearly highlighted as the exposition of
adult animal lead to transitory testosterone decrease, associated
with temporary germ cell death. In human, majority of the results
relies on epidemiological studies and correlative data (Woodruff,
2011). However, several studies using testicular explant models
have tried to characterize the impact of EDs on human Leydig
cells (Desdoits-Lethimonier et al., 2012). By the end, all these data
led to the idea that fetal cells must be more sensitive than adult
Leydig cells.
Regarding the signaling pathways involved, and as main regu-
lators of the expression of steroidogenic genes, a reduced activity
of the cAMP-mediated PKA pathway would also be expected to
reduce the mobilization of cholesterol by cholesterol hydrolases.
However, at themolecular level, it has beendemonstrated inmouse
that neonatal exposure to EDs with estrogenic activity leads to a
decrease of testosterone synthesis through ER receptors and that
the orphan nuclear receptor SHP must be a key intermediary for
this effect (Volle et al., 2009). Indeed, the SHP KOmice seem to be
less sensitive to estrogenic EDs than their wild-type littermates. It
was also demonstrated that the impact of SHP on steroidogenesis
is due to the repression of either expression and/or activity of the
nuclear receptors Sf-1 and Lrh-1 (Volle et al., 2009). It is to note
that SHP was not involved in early post-natal decrease of testos-
terone production induced by estrogenic EDs. This highlights that
the involved molecular pathways affected by EDs are multiple and
complex.
ED and germ cell differentiation
Spermatogenesis, leading to spermatozoa formation, is a com-
plex process with multiple steps involving mitosis, meiosis, and
spermiogenesis. It takes place in the seminiferous tubules. There,
germ cells are organized from the base of the tubule to the lumen.
Germ cells are supported by the nursing Sertoli cells, which extend
from the base to the lumen of the seminiferous tubules. Efficient
spermatogenesis also relies on the integrity of tight junctions
between the Sertoli cells which form the blood–testis barrier (BTB;
Cheng andMruk, 2012). BTB hasmany functions in the testis such
as maintaining a particular immune context and also the control
of the flow of nutrients and growth factors that are required for
the development of germ cells.
The key role of retinoids in the differentiation process of germ
cells was highlighted by two studies demonstrating stra8 as a key
factor (Bowles et al., 2006; Koubova et al., 2006). It also involved
the timely regulation of the gene encoding for cyp26b1, an enzyme
responsible for retinoid degradation. Indeed, CYP26B1 in Sertoli
cells acts as a masculinizing factor to arrest male germ cells in
the G0 phase of the cell cycle and prevents them from entering
meiosis (Li et al., 2009). This induction of retinoid pathway to
induced entry in meiosis seems to be inhibited by the nuclear
receptor SHP, a co-repressor of the retinoid acid receptors RAR
(Volle et al., 2007). In the opposite manner, the FGF9 signaling
pathway acts to determine germ cell fate to enter meiosis (Boisen
et al., 2001).
EPIGENETIC AND TESTICULAR CANCERS
TRANSGENERATIONAL EFFECTS: ROLE OF EPIGENETIC MODIFICATIONS
Epigenetic refers to changes of DNA information without any
change of the sequences. It relies on histones post-transductional
modification (acetylation,methylation. . .) or of DNAmethylation
levels. Thus, inheritance of these information requires germline
transmission of epigenetic patterns between generations. The epi-
genetic programing of the germline occurs during embryonic
development in a sex-specificmanner (Western, 2009). These pro-
cesses are crucial for reproductive functions, as most of mouse
models with specific germline invalidation for gene responsible
of DNA or histones modifications led to sterile animals (Peters
et al., 2001; La Salle et al., 2007). Regarding the male germline,
it becomes imprinted following sex determination. Thus after
puberty when spermatogenesis is fully functional, there are also
specific epigenetic modifications along the different steps of germ
cell differentiation fromspermatogonial precursors up to testicular
spermatozoa. Indeed, it has been demonstrated that throughout
the different steps of spermatogenesis, germ cells have a dynamic
of the epigenetic modifications. This is highlighted by the changes
in the expression levels of the enzymes involved in these modifica-
tions. If DNA methyltransferases (Dnmts) are mainly expressed
in the spermatogonia, histone methyltransferases (HMTs) are
mainly expressed at the spermatocyte levels (Godmann et al.,
2009). Then other histone modifications such as hyperacetylation
of the H4 histone play a key role in the removal of histones and
their replacement by protamines during spermatogenesis (Dhar
et al., 2012). Such epigenetic modifications have also been demon-
strated to be associated with infertility as for example reduced
expression of Dnmt3b in patients with spermatogenic arrest
(Adiga et al., 2011).
If the EDs cannot alter the DNA sequence, there are numer-
ous of studies demonstrating that they can impact the epigenome.
Indeed, environmental factors can alter the epigenetic programing
which will impact the development of the offsprings. Interest-
ingly, it has been demonstrated in the last decade that these
effects could also potentially impact the subsequent generations
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(Huang et al., 2011; Schoevers et al., 2012). Such effect was first
demonstrated for the exposure with vinclozolin, a compound
with anti-androgenic activities (Anway et al., 2005). Thus expo-
sure during embryonic gonadal sex determination can alter the
male germline epigenetics (e.g., DNA methylation). The epige-
netic mechanism involves the alteration of DNA methylation in
the germline that appears to transmit transgenerational adult onset
disease, including spermatogenic defects and cancer (Anway et al.,
2005). At the molecular level, the authors identify by global tran-
scriptomic approach that the expression of genes involved in these
processes such as the Dnmt or responsible for histone modifica-
tions was affected by vinclozolin treatment (Anway et al., 2005).
All these data suggest the main involvement in transgenerational
transmission.
Potential link between epigenetic and TGCT?
These modifications in epigenetic programing by EDs are of par-
ticular interest as they have been suspected to be responsible of the
increased rate of pathologies related to the TDS such as TCs. This
potential association between ED and epigenetic in TGCT devel-
opment is highlighted by the fact that recently, number of studies
have demonstrated the modified epigenetic profile of tumor cells
compare to “normal” cells (Okamoto and Kawakami, 2007; Brait
et al., 2012). Indeed, it appears that tumor cells show an epige-
netic pattern similar to undifferentiated spermatogonial stem cells
(Almstrup et al., 2010). Indeed, CIS cells have a permissive and
fetal-like chromatin structure (Almstrup et al., 2010). This is con-
sistent with the fact that CIS, precursor of TGCThave already been
identify in testis of embryos.
DNA methylation. DNA methylation is an important event
during germ cell development. These enzymatic modifications
of DNA rely on Dnmts. Among them, expression profiles of
DNMT3a and DNMT3l suggest that they might act during pre-
natal germ cell development for the establishment of de novo
methylation. On the other side,DNMT1andDNMT3b rise shortly
after birth in the male (Godmann et al., 2009). It was thus hypoth-
esized that these two Dnmts must be involved in the maintenance
of methylation patterns in proliferating spermatogonia.
The use of mouse models invalidated for genes encoding these
enzymes highlights their crucial involvement during spermato-
genesis. Dnmt3a−/− males show a greatly reduced number of
spermatocytes (Yaman and Grandjean, 2006; La Salle et al., 2007).
This suggests a major involvement for progression through meio-
sis. In the same line, the males invalidated for Dnmt3L participate
to the acquisition of DNA methylation at paternally imprinted
regions, unique non-pericentric heterochromatic sequences, and
interspersed repeats, including transposable elements. Moreover,
Dnmt3L−/− males present alterations of meiotic process leading
to spermatogenesis arrest, and spermatocytes apoptosis (Webster
et al., 2005). As Dnmt3L expression is restricted to gonocytes, the
presence of defects in later stages suggests alteration of processes
required for completion of spermatogenesis.
The major role of these epigenetic alterations has been demon-
strated in carcinogenesis. Indeed, it has been shown that DNA
methylation is associated with repression of tumor suppressor
gene expression. This epigenetic process is one of themost studied
in the research field, and has been recognized as a major mech-
anism during TGCC progression (Manton et al., 2005; Ellinger
et al., 2009). Moreover, the DNA methylation pattern seems to
correlate with histological features of the different types of TGCC.
Undifferentiated TGCC (seminomas, IGCN unclassified, and
gonadoblastomas) are hypomethylated, whereas more differen-
tiated TGCC (teratomas, yolk sac tumors, and choriocarcinomas)
show a higher degree of methylation. Embryonal carcinomas
show an intermediate pattern. Thus such parameters could be
used to discriminate between seminoma and non-seminoma
(Brait et al., 2012).
Such impact involved modifications of genes encoding for
enzymes involved in DNA methylation. Consistent with cell type
origin of TGCC, the Dnmts are mainly expressed in fetal testis
and in themore undifferentiated cell type (spermatogonia) during
adult normal spermatogenesis.
Regarding cancers, Dnmt1 was not expressed in seminoma, but
upregulated in embryonal carcinoma (Omisanjo et al., 2007). In
contrast, the expression of Dnmt3a was found up-regulated in
TGCC compared to non-tumor testicular tissues (Yamada et al.,
2004). The expression pattern of Dnmt3b has been deeply stud-
ied and show that it could be used as a predictive marker for
relapse of stage I seminomas (Arai et al., 2012). Lastly,Dnmt3l was
overexpressed in the non-seminoma tumors (Minami et al., 2010).
These changes in Dnmts expression will lead to main alter-
ation of transcriptomic profile between tumors and normal tissues
(Alagaratnam et al., 2011). Among them, two targets are of par-
ticular interest as they are genes of pluripotency. Indeed, early
fetal germ cells and undifferentiated germ cell tumors have in
common the expression of pluripotency markers such as the tran-
scription factors Nanog and Oct3/4. Regarding Nanog promoter,
it was found hypomethylated in spermatogonia and hypermethy-
lated in sperm (Nettersheim et al., 2011). This selective repression
might reflect that the cells need to suppress pluripotency inorder to
prevent malignant transformation. Finally, methylation of CpGs
in the Nanog promoter in germ cell tumors and derived cell lines
correlated to differentiation state. In the same line, the study
Oct3/4 showed that seminoma and embryonal carcinoma were
hypomethylated (De Jong et al., 2007).
Histone methylation. Many enzymes are involved in histone
methylationwith specific or redundant level of methylation. These
differences rely on the modified histone, targeted amino-acid
residues and the number of methyl groups that are added to
histone. These modifications are performed by several members
of the HMT family. On those involved in spermatogenesis, the
Suv39h1 and suv39h2 mediate histone H3 di and/or trimethyla-
tion at lysine 9 (Schotta et al., 2003). They are involved in meiosis
as double KO mice present defects in male meiosis and highly
pronounced apoptosis of stage IV spermatocytes during the tran-
sition from mid to late pachytene (O’Carroll et al., 2000; Peters
et al., 2001).
G9a, a mammalian HMTase, is a candidate for H3-K9 methy-
lation in non-heterochromatic loci (Tachibana et al., 2007). G9a is
essential for early embryonic development and plays a dominant
role in H3-K9 methylation of euchromatin. Its role was high-
lighted as mice lacking G9a are sterile, with germ cells undergoing
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apoptosis during the pachytene stage (Tachibana et al., 2007).
Interestingly, it was demonstrated that G9a was a target of retinoid
signaling pathway, a key regulator of germ cell differentiation,
and that it was inhibited in the context of estrogenic exposure
leading to the increased germ cell apoptosis induced by EDs (Volle
et al., 2009).
Another HMT is the enhancer of zeste 2 (EZH2) which
trimethylate histoneH3at the lysine 27 (Chang andHung,2012). It
was demonstrate that during spermatogenesis, EZH2 is restricted
to round spermatids in the perinuclear acrosome region (Lambrot
et al., 2012). This localization is concomitant with the dra-
matic epigenetic reorganization that occurs during spermiogenesis
leading to an extreme compaction of the chromatin.
DNA methylation, histone methylation are epigenetic mod-
ifications functioning in transcriptional control and have been
implicated in the deregulation of gene expression in cancer. As
mentioned above, the CIS cells present epigenetic profile similar
to ES cells. Such properties of chromatin have been associated
with a high transcriptional and proliferative activity. This is due
to lower levels of DNA methylation and of histone methyla-
tion (H3K9me2 and H3K27me3; Almstrup et al., 2010). This
is consistent with a lower expression of the gene encoding for
the EZH2 in the TGCC compared to normal testis tissues (Hinz
et al., 2010). This suggests that in TGCC EZH2 does not exert its
often assumed oncogenic properties during malignant transfor-
mation and progression. High EZH2 levels in normal testicular
tissue and the inverse association of its expression levels with
the severity of spermatogenic failure point to its potential value
as a molecular marker for spermatogenic defects and may indi-
cate an important physiological role of EZH2 during intact
spermatogenesis.
It has been suggested that histone H2A and H4 arginine 3
dimethylationmight be a mechanism by which IGCNU and semi-
noma maintain the undifferentiated state; while loss of these
histonemodifications (Eckert et al., 2008) could be involved in the
somatic differentiation observed in non-seminomatous tumors.
In healthy testis, the distribution of histone H3 methylation
was dependent on the developmental stage of spermatogenic
cells and in non-seminoma, histone H3-K4 and K9 methy-
lation was detected in all histological subtypes (Lambrot and
Kimmins, 2011). This suggested that histone H3-K4 and K9
methylation could be associated with abnormal gene expression
in non-seminoma. Histone modifications determine epigenetic
patterns of gene expression with methylation of histone H3
at lysine 4 (H3K4), and are often associated with active pro-
moters. LSD1/KDM1 is a histone demethylase that suppresses
gene expression by converting dimethylated H3K4 to mono- and
unmethylated H3K4 (Wang et al., 2011). Interestingly, LSD1 pro-
tein level is highly elevated in pluripotent cancer cells and in
human testicular seminoma tissues that express Oct3/4 (Wang
et al., 2011).
Histone acetylation. This is another histone modification that
must also lead to gene repression. These modifications are
performed by specific enzymes so-called histone deacetylase
(HDCA). Such post-translation modifications are implicated in
normal spermatogenesis (Fenic et al., 2008). Indeed, H3K9ac was
shown in spermatogonia, spermatocytes, elongating spermatids,
and ejaculated spermatozoa of fertile and infertile men (Steil-
mann et al., 2011). In spermatogonia, the stainings for H3K9ac,
H3K18ac, and H3K23ac were strong. Then spermatocytes, the
stainings for H3K9ac, H3K18ac, H3K23ac, and H3K4me3 were
reduced in the preleptotene to pachytene stage, but in diplotene
stage the stainings for H3K18ac, H3K23ac, and H3K4me3 seemed
to become intense in later stages (Song et al., 2011a).
Themain involvement of histone acetylation during spermato-
genesis is the hyperacetylation of histone H4 during spermiogen-
esis (Dhar et al., 2012). This signal seems to play crucial role for
removal of histones and their replacement by protamines, which
is key feature for nucleus condensation, and thus formation of
spermatozoa. There are multiple members classified in differ-
ent subfamilies. Interestingly, choriocarcinomas showed generally
high expression for all three class I HDAC isoforms (Gryder et al.,
2012). However in contrast with other types of tumors, no diag-
nostic or prognostic values for HDAC1–3 in TGCC could be
inferred (Fritzsche et al., 2011).
Impact of TGCC treatment. Some testis tumors are treated using
cisplatin (Koychev et al., 2011). Recent report analyzed the impact
of such treatment on the integrity of spermatozoa chromatin in
rats (Maselli et al., 2012). As expected, the cisplatin treatment lead
to susceptibility of DNA to denaturation and the number of strand
breaks were significantly increased inmature sperm. After a recov-
ery period, it was noted thatmature spermdidnot show significant
DNA damages. However, the protamination level of the sperm of
these animals was significantly decreased. This was associated with
an up-regulation of the histones H1.2, H4, H2A1, and H2B1A.
This suggests long-term effect of cisplatin treatment that could
have consequences for progenies even after the arrest of cancer
cure.
Small non-coding RNA. Next to these well studied epigenetic
processes, it also appears that microRNA and small RNA play
important roles in both germ cell differentiation and transmission
to subsequent generations (He et al., 2009; Suh and Blelloch, 2011;
Buckley et al., 2012). Indeed, achieving the correct spatial and tem-
poral expression of germ cell-specific genes is fundamental to the
production of spermatozoa (Song et al., 2011b). Notably, for the
regulation of genes involved in the repression of protein transla-
tion is central to many embryonic processes, and is particularly
active during spermatogenesis.
The miRNA and siRNA are generated by the nuclear RNase
III enzyme Drosha and the cytoplasmic RNase III enzyme Dicer
(Papaioannou and Nef, 2010). The involvement of these particu-
lar RNA has been highlighted by the generation of mouse models
invalidated for genes encoding Drosha or Dicer (Korhonen et al.,
2011; Wu et al., 2012). These invalidations led to sterility due
to disrupted spermatogenesis characterized by depletion of sper-
matocytes and spermatids leading to oligoteratozoospermia or
azoospermia. miRNAs mostly act by destabilizing target mRNAs
or inhibiting their translation. Next to this, the PIWI-interacting
RNAs (piRNAs) are predominantly expressed in the germ cell
lineage (Kibanov et al., 2012). The analyses on this particular
class of RNA suggest that they have a potential role in epigenetic
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regulation of cell polarization. Moreover piRNA seem to be
involved in silencing of transposon expression.
Many miRNA and siRNA have been implicated in the differ-
ent steps of spermatogenesis. Among them, miR-449 and miR-34
seems to have common targets on the E2F signaling pathwaywhich
ismainly involved in the regulation of male germ cell development
(Bao et al., 2012). Mir-17-92 (Mirc1) cluster and Mir-106b-25
(Mirc3) cluster miRNAs were suggested to cooperate in regulating
spermatogonial development (Tong et al., 2012). The overexpres-
sion of miR-184 was demonstrated to promote the proliferation of
a germ cell line, GC-1spg (Wu et al., 2011). It was also shown that
transient inhibition of miR-21 in SSC-enriched germ cell cultures
increased the number of germ cells undergoing apoptosis (Niu
et al., 2011).
Interestingly, several miRNAs are unique to testis. Regarding
the involvement of miR199a-5p was highlighted by the study
showing an inverse relationship betweenmiR-199a-5p and embry-
onal carcinoma antigen podocalyxin-like protein 1 (PODXL)
expression (Cheung et al., 2011). This suggests that PODXL must
be a downstream effector mediating the action of miR199a-5p.
This is of particular interest as PODXL, an anti-adhesive protein,
is expressed in aggressive tumors.
Next to this, miR-371-373 and miR-302 clusters are overex-
pressed in malignant TGCC (Novotny et al., 2012). It downregu-
latesmRNAs involved in biologically significant pathways involved
in cellular senescence induced by oncogenic stress.
Among other examples, miRNA-383 expression is downregu-
lated in the testes of infertile men with MA (Lian et al., 2009).
These results suggest that it functions as a negative regulator
of proliferation, in part, through inactivation of the pRb path-
way. Thus an abnormal expression of miRNA-383 may potentiate
the connections between male infertility and testicular germ cell
tumor.
Therapy issues. A percentage of tumors are resistant to cisplatin
treatment. It seems to be associated with the high cytoplasmic
expression of p21. Interestingly, it was demonstrated that there is
an inverse association between cisplatin resistance and the expres-
sion of Oct4 and miR-106b (Koster et al., 2010). Thus, it was
suggested that modulation of the Oct4/miR-106b/p21 pathway
tant TC.
CONCLUSIONS/PERSPECTIVES
The increasing incidence of reproductive tract diseases and par-
ticularly TC, during the last decades, is of concern. Indeed, even
if it is a well curable disease with a good 5-year survival rate, it
affects men during the time of their reproductive life (between
15 and 40), suggesting that it may affect both fertility and also
health of the progeny. It cannot be exclude that germ cells gen-
erated at the beginning of carcinogenesis could transmit altered
DNAmaterial, due to genetic, epigenetic perturbation. This higher
rate of appearance for TC cases is supposed to be associated with
exposure to environmental chemicals. This also need to be deeply
studied as in our modern society, men are exposed to an increas-
ing amount of chemicals. This suggests that the incidence of TC
could be even more important in the future decades. All these
potential consequences point out the importance to study the
involved mechanisms in appearance, and progression of TGCC.
This means that we have to better understand the etiology for such
cancers.
In long-term perspective, an increased knowledge of genetic,
epigenetic, and gene expression patterns correlated with data of
anatomopathology will lead to a better definition and understand-
ing of the pathology. It also suggests that there is a need to analyze
patients in a case by case approach in order to identify genetic, epi-
genetic alterations, andmodifications of gene expression patterns.
This will help to propose personalized therapy that would prob-
ably help in improving survival rate and life quality of survivors
and avoid relapse.
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a b s t r a c t
The link between cholesterol homeostasis and male fertility has been clearly suggested in patients who
suffer from hyperlipidemia and metabolic syndrome. This has been confirmed by the generation of sev-
eral transgenic mouse models or in animals fed with high cholesterol diet. Next to the alteration of the
endocrine signaling pathways through steroid receptors (androgen and estrogen receptors); ‘‘orphan’’
and ‘‘adopted’’ nuclear receptors, such as the Liver X Receptors (LXRs), the Proliferating Peroxisomal Acti-
vated Receptors (PPARs) or the Liver Receptor Homolog-1 (LRH-1), have been involved in this cross-talk.
These transcription factors show distinct expression patterns in the male genital tract, explaining the
large panel of phenotypes observed in transgenic male mice and highlighting the importance of lipid
homesostasis and the complexity of the molecular pathways involved. Increasing our knowledge of the
roles of these nuclear receptors in male germ cell differentiation could help in proposing new approaches
to either treat infertile men or define new strategies for contraception.
! 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction
Cholesterol plays an important role in cellular function and
integrity. It is essential for membrane composition, permeability,
fluidity, endocytosis and intracellular signaling. Thus, its homeo-
stasis is crucial for optimal cellular functions. The balance between
its synthesis and catabolism should be strictly regulated. Deregula-
tion of cholesterol homeostasis can be responsible for atheroscle-
rosis and increases the risk of cardiac and/or cerebral vascular
diseases (Carleton et al., 1991). Molecular mechanisms involved
in lipids homeostasis have been well defined in liver and adipose
tissue, two major organs implicated in the synthesis, storage and
elimination of cholesterol (Goedeke and Fernandez-Hernando,
2012). Besides, male reproductive system has been demonstrated
to dependent on cholesterol homeostasis. As first evidence,
cholesterol is the precursor for steroid synthesis (Parton and
Hancock, 2004; Simons and Ikonen, 2000; Yokoyama, 2000). More-
over, many experimental and clinical data have highlighted the
importance of lipid metabolism in the control of male fertility
and more particularly testicular physiology (Wathes et al., 2007;
El-Hajjaji et al., 2011).
We will review data on the impact of cholesterol homeostasis
on male fertility, and the molecular mechanisms involved. Next
to steroid receptors such as the androgen and estrogen receptors,
here we will focus on those guided by some orphans and adopted
nuclear receptors which have been defined as sensors of lipid
homeostasis (Francis et al., 2003); (Repa and Mangelsdorf, 2000).
Their impacts depend on their temporal and cellular localization
within the testis (Fig. 1). Thus we will discuss the involvement of
the Steroidogenic Factor-1 (SF-1, NR5A1), the Dosage-sensitive
sex reversal, Adrenal hypoplasia critical region, on chromosome
X, gene 1 (Dax1, NR0B1), the Liver X Receptors (LXRs, NR1H2/3),
the Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs, NR1C1/
2/3), Liver Receptor Homolog-1 (LRH-1, NR5A2), Small Heterodi-
mer Partner (SHP, NR0B2), and Farnesoid X Receptor (FXRa,
NR1H4).
Fig. 1. Temporal or cellular localisations of «lipidic» nuclear receptors in testis. (A) In the leydig cells; (B) in the Sertoli cells and (C) in the different stages of germ cell
differentiation.
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2. Cholesterol, a major actor of testicular physiology
2.1. Male fertility
2.1.1. Pathology
Secretory and excretory pathologies are responsible for male
infertility. The former are due to altered spermatogenesis originat-
ing from testicular dysfunctions, whereas the later correspond to
abnormalities of male genital tract (such as epididymis) that block
sperm excretion (Kolettis, 2003). In cases of infertility, Assisted
Reproductive Technologies, In Vitro Fertilization (IVF) or Intra
Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI), are performed depending on
the alterations. Regarding ICSI, it is indicated when few motile
spermatozoa are found in the sperm and sometimes testicular
biopsy is needed (Schlegel and Girardi, 1997). This highlights the
importance to better understand the mechanisms involved in tes-
ticular germ cell differentiation.
2.1.2. Testicular histology
The testis is composed of seminiferous tubules outlined by a ba-
sal membrane that separates them from the interstitial compart-
ment. In adult, these two compartments respectively possess the
exocrine and the endocrine functions.
2.1.2.1. Endocrine function. The interstitial space, traversed by
numerous blood and lymph vessels, provides the distribution of
nutrients (iron, vitamins A and E...), hormones (LH - luteinizing
hormone, FSH - follicle stimulating hormone, insulin...), and
growth factors (EGF - Epidermal growth factor...) necessary for
spermatogenesis (Li et al., 2011a,b; Shiraishi and Matsuyama,
2012). It also contains immune cells, mainly macrophages, and
the Leydig cells which produced androgens.
From a clinical point of view, testosterone is essential for repro-
ductive function, muscle and bone mass maintenance, cognitive
function and other physiological parameters (Juul and Skakkebaek,
2002; Matsumoto, 2002; Vermeulen, 2000). Testosterone defi-
ciency results in defects in spermatogenesis, diminished libido, al-
tered erectile function, increased risk of osteoporosis and
decreased muscle mass (Bhasin et al., 2010). Recent population-
based studies indicate that testosterone deficiency predicts future
development of diabetes mellitus, metabolic syndrome, endothe-
lial dysfunctions, cardiovascular events (Cunningham and Toma,
2011; Ding et al., 2006; Khaw et al., 2007; Laaksonen et al.,
2004; Laughlin et al., 2008; Maggio et al., 2007).
2.1.2.1.1. Leydig cells. They constitute only 5% of somatic cells of
testis (Kerr, 1991; Setchell, 2008). Physiology of the Leydig cells is
under the control of the hypothalamo-pituitary LH secretion. These
cells support the endocrine function of the testis through the pro-
duction of androgens, mainly testosterone (Chen et al., 2009).
Steroidogenesis is a muti-step process producing steroids from
cholesterol. Leydig cells can synthesize de novo cholesterol, and can
also take cholesterol from circulating HDL (Hou et al., 1990). Ste-
roidogenic acute regulatory protein (StAR) is a rate limiting protein
in the steroidogenesis. It regulates cholesterol transport through
mitochondrial membrane. Then, cholesterol side chain is cleaved
by the cytochrome 450 CYP11a1 producing pregnenolone. Then
several enzymatic reactions involving 3HSDB and CYP17a1 allow
the production of testosterone, which will then be transformed
into dihydrotestoterone (DHT) by the 5a-reductase (Hanukoglu,
1992), or into estradiol (E2) by the aromatase (Carreau et al.,
2011a,b).
Androgens are involved in the maintenance of fertility and the
development of secondary sexual characters (for review: (Haider,
2004)). Testosterone controls spermatogenesis through the regula-
tion of the Sertoli cells functions (Sultan et al., 1992). Within the
latter, testosterone may act directly by stimulating the androgen
receptor (Wang et al., 2009a,b), but also indirectly. Indeed, through
the feedback on the hypothalamo-pituitary axis, testosterone lim-
its the release of FSH, a key regulator of Sertoli cell functions
(Ruwanpura et al., 2010).
Leydig physiology is controlled by LH, which will stimulate
cAMP pathways. This results in de novo protein synthesis, such as
StAR protein (Stocco and Sodeman, 1991), and activation of choles-
terol ester hydroxylase (Stocco et al., 2005). Besides, Ca+2 depen-
dent kinase systeme MAPK pathways are also activated (Tajima
et al., 2005). Many other factors like glucocorticoids, inflammatory
cytokines, estradiol, prolactin, TGFb, IGF-1, EGF, factors secreted by
Sertoli cells, estradiol and testosterone itself (autocrine effect) can
modulate testosterone synthesis (Dufau, 1988; Manna et al., 2006;
Saez, 1994) (for intracellular Leydig signalization review: (Stocco
et al., 2005)). Under acute effects of LH, free cholesterol is trans-
ferred to the inner membrane of mitochondria. Chronic stimula-
tion leads to the expression of enzymes implicated in cholesterol
transformation into testosterone (CYP11A1, 3bHSD, CYP17a) (Payne
and Youngblood, 1995; Wang et al., 2009a,b).
The crucial role of this pathway has been highlighted by the use
of transgenic mouse models and by the identification of mutations
in humans. Mice lacking Star exhibit adrenocortical and gonadal
insufficiencies due to defective steroidogenesis. They are also char-
acterized by lipid accumulation in adrenal cortex and interstitium
of testes (Caron et al., 1997). Such mutations are described in hu-
man and are associated with the same phenotypes, called lipoid
congenital adrenal hyperplasia (Bose et al., 1996).
Next to its direct effects, testosterone is transformed into estro-
gen by cytochrome P450-19 (Cyp19), which is expressed in almost
all cell types of the testis including Leydig cells (Bourguiba et al.,
2003). Estrogen is a well known inhibitor of the hypothalamic-
pituitary–gonadal axis (Strain et al., 1982). In obese men, probably
through excess of estrogen or the increased insulin resistance, LH
pulse amplitude is diminished, explaining the central origin of
hypogonadism (Vermeulen, 1996; Strain et al., 1982). Many com-
ponents of metabolic syndrome including dyslipidemia and diabe-
tes mellitus are also associated with increased oxidative stress and
with lipid peroxidation (Dandona et al., 2005). Increased reactive
oxygen species (ROS) reduces StAR function and steroidogenesis
in Leydig cells (Diemer et al., 2003). In the same context, cycloxy-
genase-2 (COX 2) increase leads to inhibition of StAR expression
(Wang et al., 2005a,b).
2.1.2.2. Exocrine function. Production and release of the gametes
take place in the seminiferous tubules. The seminiferous epithe-
lium contains germ cells and Sertoli cells. It is supported by a basal
lamina and a wall formed of collagen fibers, fibroblasts and myoid
cells. The latter possess a contractile activity involved in the pro-
pulsion of spermatozoa.
2.1.2.2.1. Sertoli cells. The number of Sertoli cells in the adult
testis determines both testicular size and daily sperm production
(Sharpe et al., 2003). Based on the basal lamina, Sertoli cells play
a supportive role on germ cell and ensure the maintenance of sper-
matogenesis. Furthermore, they constitute the hemato-testicular
barrier that isolates the germ cells from blood components, espe-
cially immune mediators (Fijak et al., 2011). Sertoli cells are thus
the only source of nutrients and growth factors for germinal cells.
Besides, they are responsible for phagocytosis of apoptotic germi-
nal cells and seem to have a paracrine action on Leydig cells (John-
son et al., 2008).
To maintain these functions, Sertoli cells respond to two main
modulators, FSH and testosterone. FSH mediates transferin and
lactate production by Sertoli cells, necessary to support spermato-
genesis. It also stimulates cAMP Response Element-Binding (CREB)
protein phosphorylation, which mediates Sertoli cell proliferation
S. Maqdasy et al. /Molecular and Cellular Endocrinology xxx (2012) xxx–xxx 3
Please cite this article in press as: Maqdasy, S., et al. Cholesterol and male fertility: What about orphans and adopted? Molecular and Cellular Endocrinol-
ogy (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.mce.2012.06.011
before puberty (Simoni et al., 1999). Mice lacking FSH receptor
have a diminished fertility with underdeveloped testes (Dierich
et al., 1998; Krishnamurthy et al., 2000). The same alterations are
found in men with FSHRmutations (Tapanainen et al., 1997). Inter-
estingly, mice with Sertoli cell-specific KO for androgen receptor
(AR) have decreased spermatocytes and round spermatids num-
bers and are devoided of elongated spermatids (Denolet et al.,
2006; Sharpe et al., 1994; Verhoeven, 2005). This highlights that
testosterone is absolutely necessary to maintain spermatogenesis,
via its actions on Sertoli cells.
Sertoli cell activities are also controlled by paracrine factors de-
rived from the germ line. Among them, GDNF (Glial cell line-De-
rived Neurotrophic Factor) and bFGF (basic fibroblast growth
factor) are involved in the regulation of Cyp19 in response to FSH
(Schteingart et al., 1999; Perrard and Durand, 2009).
2.1.2.2.2. Germ cells. Starting at puberty, spermatogenesis is the
cyclical process by which germ cells differentiate to form sperm.
The duration is 35 and 74 days in mouse and human respectively
(Yoshida, 2010). In contact with the basal lamina, undifferentiated
spermatogonia divide asymmetrically. Thus, they amplify by suc-
cessive mitoses or differentiate into intermediate type and then
type B spermatogonia. These early stages of differentiation corre-
spond to the proliferative phase of spermatogenesis. In the second
meiotic phase, spermatogonia become primary and secondary
spermatocytes in which occur recombination of genetic material
and chromosome segregation. Finally in the last stage of differen-
tiation, called spermiogenesis, spermatocytes become spermatids
after four major processes of maturation (Dadoune, 1994). The en-
tire genome is condensed due to the replacement of histones by
protamines (Meistrich et al., 2003), while much of the cytoplasm
is eliminated after phagocytosis by the Sertoli cells (Yefimova
et al., 2008). In addition, the early stages of acrosome formation
and the establishment of the flagellum lead to spermatozoa (Kiers-
zenbaum et al., 2007).
2.1.3. Hormonal regulation of testicular physiology
The testis is a key target for androgen and estrogen actions.
These hormonal sensitivities have been studied for decades
(Verhoeven et al., 2010). The role of testosterone is evident in pa-
tients with complete androgen insensitivity syndrome (Sultan
et al., 1993).
2.1.3.1. Androgens. Spermatogenesis is strictly controlled and de-
pends on a succession of signals provided by the local environment
(Skinner, 1991; Verhoeven, 1992; Jegou, 1993). Androgens play a
crucial role in the control of spermatogenesis. Molecular details
have been discovered using transgenic KO mice for androgen
receptor (AR) either in the testis or in different testicular compart-
ments. Such mice have low testosterone levels with altered expres-
sion of steroidogenic enzymes, even Leydig cell mass is altered (for
review: (Wang et al., 2009a,b)). AR is involved in autocrine action
of testosterone on Leydig cells. Testosterone deficiency is responsi-
ble for spermatogenesis arrest due to altered Sertoli functions
(Wang et al., 2009a,b).
2.1.3.2. Estrogens. First considered as female hormones, estrogens
have emerged as major contributors to male genital tract since sev-
eral years (Carreau et al., 2011a,b). Indeed, Cyp19 which trans-
forms androgens into estrogens is present in almost all cell types
of the testis. The estrogen receptor ERa is the major isoform ex-
pressed in Leydig cells, while ER b is expressed in Sertoli and germ
cells. Recently, a G-protein-coupled receptor (GPCR; GPR30) has
been described to be activated by estrogens and to be expressed
in germ cells (Carreau et al., 2011a,b).
Most of the data regarding the role of estrogen in testicular
physiology have been obtained from transgenic mouse models
(Couse et al., 2001), the exposition to aromatase inhibitors and
estrogen-like molecules (Dunkel, 2006; Cho et al., 2003; Volle
et al., 2009).
Estrogens have been described to down-regulate LH receptor
and inhibit Star gene and others genes implicated in steroidogene-
sis (for review: (Abney, 1999)). In mouse ERa have been demon-
strated to be involved in the maturation of the spermatozoa
(Lubahn et al., 1993). These KO mice present an excess of fluid
which increases the pressure within the seminiferous tubules
and leads to the germ cell loss (Eddy et al., 1996; Hess et al.,
1997). Surprisingly, the ERb-KO mice show no testicular default
(Couse et al., 1997).
The deficient male mice for Cyp19 (Cyp19-KO) develop nor-
mally and their genital tract is anatomically similar to that of the
wild-type. Males are fertile; however some of Cyp19-KO males ex-
hibit an altered spermatogenesis by the age of 5 months (Robert-
son et al., 1999). By the age of one year, all males develop
abnormal spermatogenesis with a blockage of germ cell matura-
tion at the spermatid stage. This is due to an increase in apoptotic
rates when compared to the wild-type animals. The observation of
abnormal acrosome development in the Cyp19-KO mouse suggests
that acrosome biogenesis could be an estrogen-dependent process
(Robertson et al., 1999). Interestingly, estradiol have been demon-
strated to play a role as a survival factor for the human germ cells
(Pentikainen et al., 2000), and also is beneficial for sperm motility
(Carreau and Hess, 2010). Moreover, next to these data, deleterious
effects of numerous endocrine disruptors on sperm count and male
genital tract (cryptochidism, hypospadia and infertility) have been
documented (Sikka and Wang, 2008; Iguchi et al., 2001), particu-
larly in the context of in utero and/or neonatal exposures.
2.2. Lipid metabolism disorders and reproduction
Altered concentrations of plasma cholesterol can affect the
reproductive function leading to infertility. This link between lipid
homeostasis and fertility is clearly evident in patients who suffer
from hyperlipidemia or metabolic syndrome (Kaplan et al., 2006;
Kasturi et al., 2008; Padron et al., 1989). This has been confirmed
by the generation of several transgenic mouse models such as
the Apolipoprotein-A1 knock-out (KO) mice or in animals fed a high
cholesterol diet (Saez Lancellotti et al., 2010; Shalaby et al., 2004).
Pathophysiological aspects of altered fertility associated with met-
abolic syndrome are complex. One main cause of infertility seems
to be a defect in the hypothalamo-pituitary gonadal axis leading to
a diminished LH secretion and thus a lower testosterone produc-
tion. It has been associated with higher aromatization of testoster-
one into estrogen in the excessive adipose tissue. Furthermore,
higher leptin concentrations secreted from excess adipose tissues
in patients can inhibit testosterone secretion (Saad, 2009; Caprio
et al., 1999; Isidori et al., 1999). Next to this, metabolic diseases
are frequently associated with hyper-insulinemia which inhibits
testosterone secretion through insulin receptors which are ex-
pressed on Leydig cells (Pitteloud et al., 2005). Another mechanism
of hypogonadism in patients with metabolic syndrome is the de-
creased levels of sex hormone binding globulin (SHBG) synthesis
due to insulin resistance (Plymate et al., 1988). Thus, total and free
testosterone and SHBG are low in such patients (Pasquali et al.,
1995). Altered fertility could also results from abnormal spermato-
genesis due to increased oxidative stress in testicular microenvi-
ronment (Sheweita et al., 2005).
Moreover, lipid homeostasis is of particular importance in germ
cells. These cells undergo different modifications in lipid concen-
trations, especially cholesterol, desmosterol and phospholipids
during their differentiation. These modifications are important to
maintain membrane fluidity and fertilization (Rejraji et al., 2006).
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On the other side, altered testicular functions may increase the
risk of metabolic syndrome (Kupelian et al., 2006; Smith et al.,
2006). Indeed, infertile patients frequently have dyslipidemia (Ra-
mirez-Torres et al., 2000). The dramatic increase of the prevalence
of metabolic syndrome in our society (Ogden et al., 2003) rein-
forces the importance to better understand how cholesterol
homeostasis impacts on fertility and the involved molecular
mechanisms.
2.3. ‘‘Lipidic’’ Nuclear Receptors in male genital tract
As shown in the previous part, steroid nuclear receptors (AR,
ER) play major roles in male reproductive functions, and particu-
larly testis.
Cellular regulation of cholesterol concentrations is mostly
achieved by transcription factors that control the expression of
genes implicated in lipid metabolism (Bantubungi et al., 2011).
Over the last 20 years, some key regulators controlling the expres-
sion of genes involved in lipid homeostasis have been identified
(Horton et al., 1999; Hua et al., 1995; Lehmann et al., 1997; Luo
and Tall, 2000; Peet et al., 1998; Schultz et al., 1999; Streicher
et al., 1996; Zeng et al., 2004). Interestingly, other members of
the nuclear receptor superfamily appear to play major roles on
the control of testicular physiology. Among them, we will focus
here on those involved in cholesterol homeostasis. Indeed, we will
focus on the nuclear receptors SF-1, Dax-1, LXR, PPAR, LRH-1, SHP,
FXR and RXR (Fig. 1).
2.3.1. Steroidogenic factor 1
2.3.1.1. Physiological functions. One of the nuclear receptor that has
been involved in the control of testicular physiology is the steroi-
dogenic factor-1 (SF-1, NR5A1). SF-1 shows high homology with
the drosophila Ftz-F1 transcription factor, which controls fushi tar-
azu homeotic gene expression (Lavorgna et al., 1993). Interestingly,
phospholipids have been demonstrated to activate SF-1 (Whitby
et al., 2011). SF-1 knock-out mice die by eight days because of
acute glucocorticoid and mineralocorticoid deficiency (Luo et al.,
1999). During development, SF-1 is an essential regulator of genes
involved in the sex determination cascade (Luo et al., 1995; Ingra-
ham et al., 1994). The gonads of the Sf-1-KO mice degenerate by
apoptosis just before differentiation at approximately embryonic
day 10.5 (E10.5; (Luo et al., 1994)). It has been suggested that
SF-1 is required for the survival and proliferation of cells in the
undifferentiated gonadal primordium (Parker et al., 2002; Schim-
mer and White, 2010).
SF-1 has been mainly studied for its role in controlling the
expression of all the steroidogenic enzymes and cholesterol trans-
porters required for steroidogenesis. Interestingly, SF-1 regulates
the hypothalamo-pituitary axis. Indeed, the pituitary-specific
knock-out mice show marked hypogonadism with a decrease in
male and female gonad mass and absence of sexual maturation,
resulting in sterility (Ikeda et al., 1995; Zhao et al., 2001a,b).
2.3.1.2. Testicular expression pattern. (Fig. 1): In the mouse, Sf-1 is
expressed in the early adrenogonadal primordium from 9 day
post-coïtum (Ikeda et al., 1994; Val et al., 2007). In testis, SF-1
expression is maintained in the somatic cells, where it may act
with SRY in supporting SOX9 expression (Sekido and Lovell-Badge,
2008).
Pezzi et al. studied the expression pattern of Sf-1 in testis using
primary cell cultures of Leydig, Sertoli and germ cells, isolated from
adult rats, and Sertoli cells isolated from immature animals (Pezzi
et al., 2004). These data show high levels of Sf-1mRNA in immature
and mature Sertoli cells as well as in mature Leydig cells; whereas
in germ cells, the Sf-1 mRNA was present at negligible levels.
2.3.1.3. Role in Leydig cells. (Fig. 2): SF-1 has been demonstrated to
be a key regulator of steroidogenic cell physiology. In these cells,
SF-1 regulates all the aspects of cholesterol metabolism by control-
ling the expression of the scavenger receptor, class B, type I (SR-BI),
the predominant receptor that supplies plasma cholesterol to ste-
roidogenic tissues (Cao et al., 1999). It might also be involved in de
novo synthesis of cholesterol through the regulation of the HMG-
CoA synthase (Mascaro et al., 2000).
SF-1 also controls the transcription of almost all the genes
encoding the steroidogenic enzymes. It also regulates the expres-
sion of Star, Cyp11a1, Hsd3b, and P450c17 (Caron et al., 1997; Chau
et al., 1997; Leers-Sucheta et al., 1997). If LH acts on steroidogenic
genes through cAMP pathway, several evidences suggest that SF-1
may not be involved in response to cAMP (Hu et al., 2001).
2.3.1.4. Involvement in Sertoli cell functions. (Fig. 2): The gonad-spe-
cific Sf-1 KO mice generated using Cre-loxP recombination with
Amhr2-Cre, are viable with affected the testes (Jeyasuria et al.,
2004; Pelusi et al., 2008). The differential expression between
wild-type and specific KO is clear in Sertoli cells at post-natal
day 21. The germ cells were irregularly arranged with fewer Sertoli
cells compared with controls, vacuoles appeared, and many of the
seminiferous tubules exhibited no lumen at P14. There is also a
marked reduction of PCNA-positive germ cells and a significant in-
crease in apoptosis in KO testes. As functional maturation of the
Sertoli cells is important for spermatogenesis (Sharpe et al.,
2003); it is possible that abnormal development of the Sertoli cells
results in the impaired spermatogenesis seen in the adult gonad-
specific Sf-1 KO testes. Indeed.
2.3.2. Dosage-sensitive sex reversal, Adrenal hypoplasia critical region,
on chromosome X, gene 1 (Dax1, NR0B1)
2.3.2.1. Physiological functions. DAX1 is an unusual member of the
nuclear receptor superfamily (Zanaria et al., 1994). Even though
it is an orphan receptor, the C-terminal portion has the structure
characteristic of a ligand-binding domain. DAX1 is a negative reg-
ulator that interacts with other nuclear receptors to inhibit their
activities (McCabe, 2007). DAX1 blocks the heterodimerization be-
tween SF1 and the Wilms Tumor gene (WT1) which play a role in
sexual differentiation (Vilain and McCabe, 1998).
Dax-1-KO mice show hypogonadism with reduced testis mass
(Yu et al., 1998). Defective spermatogenesis leading to complete
germ cell degeneration is due to germinal epithelium dysgenesis
after 14 weeks of age. Testes also present a Leydig cell hyperplasia
(Meeks et al., 2003), whereas Sertoli cells seem unaffected.
2.3.2.2. Testicular expression pattern. (Fig. 1): Dax-1 is expressed in
several endocrine tissues, including the gonads. In testis, it is pres-
ent in Sertoli and Leydig cells (Meeks et al., 2003).
2.3.2.3. Role in the Leydig cells. (Fig. 2): It has been shown that,
in vitro, Dax-1 is able to control the expression of the genes encod-
ing for enzymes involved in steroid synthesis. However, in vivo, it
was demonstrated that in Dax1-deficient Leydig the expression
levels of Star, Cyp11a1, Cyp17, 3-HSDB, and 17b-HSD type IIImRNAs
were not altered compared with wild-type (Meeks et al., 2003). In
contrast, the expression of Cyp19 mRNA was increased in Dax1-
deficient Leydig (Wang et al., 2001a,b). The impact of this elevated
estrogen pathway was reinforced by the use of the selective estro-
gen receptor modulator, tamoxifen, which rescues, at least in part,
male fertility of Dax-1 KO males (Wang et al., 2001a,b). Moreover,
in Dax-1 KO, the re-expression of Dax-1 specifically in Leydig re-
sults in improved fertility. Although testicular size was not re-
stored, Cyp19 expression was back to normal levels, and sperm
production was increased (Meeks et al., 2003).
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2.3.2.4. Involvement in Sertoli cell functions. (Fig. 2): It was shown
that the cAMP-signaling pathway induced by FSH leads to a potent
down-regulation of Dax-1 expression in cultured Sertoli cells (Ta-
mai et al., 1996).
In parallel, Sertoli cell-specific expression of a Dax-1 transgene
is sufficient to partially rescue the primary testicular defect of
the male Dax-1-KO (Jeffs et al., 2001). Fertility was completely re-
stored. However, there is only a modest improvement in testicular
morphology. The rescue of fertility may be attributed to a combi-
nation of differences in the production and functional capacity of
spermatozoa (Jeffs et al., 2001).
These data suggest that following FSH effect on DAX-1, it could
be involved in the regulation of genes encoding paracrine factors
that will be primordial for germ cells.
2.3.3. Liver X receptors LXRa and LXRb (NR1H3 and NR1H2)
2.3.3.1. Physiological functions. The LXRs belong to the subclass of
nuclear receptors that form obligate heterodimers with the
retinoid receptors RXR and are activated by oxysterols (Repa and
Mangelsdorf, 2002). The heterodimer could be activated by both li-
gands. LXRs have been identified as players of many physiological
functions (Baranowski, 2008; Zhu et al., 2012)). Human LXRa (447
amino acids) and LXRb (460 amino acids) share 77% sequence
homology in their DBD and LBD (Lobaccaro et al., 2001).
If LXRb is ubiquitously expressed, LXRa is mostly present in
tissues with active metabolism. LXR are involved in key functions
in the control of cholesterol metabolism and lipogenesis (Zhang
et al., 2012; Korach-Andre et al., 2011a,b). In the liver, these ef-
fects are mediated by LXRa. It was first demonstrated that LXR
control the expression of the rate limiting step of bile acid synthe-
sis, cytochrome 7a1 (Cyp7a1) (Peet et al., 1998). Then, they were
also demonstrated to increase cholesterol reverse transport in
intestine and macrophage regulating the ATP Binding Cassett
genes abca1, abcg5, abcg8 and abcg1 (Venkateswaran et al.,
2000a,b; Repa et al., 2002).
They also control carbohydrate and energy metabolism. Indeed,
several studies indicate that lack of LXR expression leads to in-
creased energy expenditure and resist to diet-induced obesity,
Fig. 2. Involvement of lipidic nuclear receptors in testis. (A) Main regulator of steroidogenesis is the hypothalamo-pituitary axis through LH secrecretion and then via PKA
pathways. This LH secretion is in part regulated by LXRs. In the Leydig cells, steroids synthesis results from transformation of cholesterol originating from either endogenous
production or uptake of exogenous cholesterol. Interestingly, PPARs could interfere with these pathways and mainly in the context of exposure to endocrine disrupters.
Regarding the expression of steroidogenic genes, they have been demonstrated to be regulated by several nuclear receptors responding to lipidic stimulus. Positif effects were
shown for SF-1, LRH-1 and LXRa. In contrast steroidogenesis is negatively controlled by PPARs, Dax-1, SHP and FXR and also by the estrogen receptors. All these data suggest
that there could be some negative feedback involving several nuclear receptors such as FXR-SHP and LHR-1/SF-1. (B) Sertoli cells are supportive structure for normal
spermatogenesis. This role is stimulated by testosterone and FSH. Lipid homeostasis play an important role in Sertoli cell functions as highlighted by the LXRb or the RXRb
knock-out mice. Alteration of genes involved in the maintenance of cholesterol homeostasis led to abnormal storage of cholesterol esters which is supposed to altere Sertoli-
germ cell communication. (C) Regarding germ-cells, eventhough both LXRs and LRH-1 have been reported to be expressed in some steps of spermatogenesis, their roles
remain unknown. The role of RXRb has been well defined in the spermiation process. SHP has also been clearly involved the decision of germ cells to enter in meiosis and
progress through spermatogenesis.
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due to the control of uncoupling protein 1 (UCP1) expression (Kor-
ach-Andre et al., 2011a,b).
Both LXRa and LXRb have also been defined as anti-inflamma-
tory transcription factors and physiological regulators of innate
and adaptive immune responses, apoptosis and phagocytosis (Im
and Osborne, 2011; Valledor, 2005).
2.3.3.2. Testicular expression pattern. (Fig. 1): LXRs isoforms are ex-
pressed in adult testis. If both are detected in the germ cells, LXRa
is mainly expressed in Leydig cells whereas LXRb is in the Sertoli
cells (Volle et al., 2007a,b). In human, the expression of several iso-
forms of LXRa has been described (Chen et al., 2005; Endo-Umeda
et al., 2012). However, their cellular localisation has not been stud-
ied so far, nor their physiological functions.
2.3.3.3. Role in Leydig cells. (Fig. 2): LXRa is the major isoform in
Leydig cells. Studies of mice KO for LXRa and LXRab isoforms
showed a clear alteration of androgen synthesis by Leydig cells.
This role of LXR is not unusual as it regulates intracellular choles-
terol levels (Cummins et al., 2006; Steffensen and Gustafsson,
2004), the basic fuel for steroidogenesis. Mice lacking LXRa have
low intra-testicular testosterone levels (Volle et al., 2007a,b; Rob-
ertson et al., 2005). Many enzymes implicated in steroidogenesis
are bona fide targets for LXR; we and others showed that either ab-
sence or pharmacological stimulation of LXR modulate the expres-
sion of Star, 3hsdB, and 17bhsd and alter intra-testicular
testosterone concentrations (Volle et al., 2007a,b; Lee et al.,
2008). LXRa is also expressed in pituitary gland and could be
responsible for the LH secretion. Indeed, LXR agonists can stimu-
late LH secretion (Volle et al., 2007a,b; Lee et al., 2008). Next to
this, LXR also regulate the expression of Srebp1 which enhances
Star and Cyp17a (Ozbay et al., 2006; Shea-Eaton et al., 2001).
In periphery, LXR activation induces sulfotransferase-2a1
(Sult-2a1), an enzyme responsible for androgen and estrogen
deactivation (Lee et al., 2008; Gong et al., 2007). Thus, Leydig cell
modulation by these receptors is partly direct and somewhat cen-
tral and usually opposed by deactivation of excess testosterone by
its peripheral sulfonation.
2.3.3.4. Involvement in Sertoli cell functions. (Fig. 2): LXRb has been
described to be directly implicated in lipid homeostasis in Sertoli
cells. LXRab!/! and LXRb!/! mice showed excessive cholesteryl
ester accumulations mainly localized in Sertoli cells. (Volle et al.,
2007a,b; Robertson et al., 2005). The main genes encoding for en-
zymes implicated in lipid homeostasis, especially Srebp1c, Fatty
Acid Synthase (Fasn), Stearoyl-CoA desaturase-1 (Scd1) are dereg-
ulated in testicular tissue of these mice (for review: (El-Hajjaji
et al., 2011)). This lipid accumulation in Sertoli cells might partic-
ipate for a destructive testicular phenotype, and explains, in part,
the infertile phenotype in these mice. This seems to be linked to
the regulation of ATP Binding Cassette-a1 (abca1), a membrane
bound cholesterol export pump (Hozoji-Inada et al., 2011). Sertoli
cells are the major site of testicular ABCA1 expression. It is respon-
sible for the efflux of excess lipids accumulating in Sertoli cells
after phagocytosis of germinal cells (Kerr and de Kretser, 1974). In-
deed KO mice or mutations for abca1 lead to lipid accumulation in
Sertoli cells, lower intratesticular testosterone levels and sperm
counts (Selva et al., 2004). This lipid accumulation is also responsi-
ble for altered Sertoli cell functions, evaluated by the modification
of FSH level (Robertson et al., 2005; Meachem et al., 2001).
2.3.3.5. Potential role in germ cells. (Fig. 2): Both LXRa and b are ex-
pressed in germinal cells. These receptors seem to be implicated in
their homeostasis. We showed that mice KO for both LXRs present
lipid accumulations in germ cells, especially in spermatids. These
mice suffered from altered proliferation and apoptosis of germ
cells resulting in desquamation and complete disorganization of
seminiferous tubules and infertility (Volle et al., 2007a,b). LXR
implication in spermatogenesis could be indirect via the retinoic
acid pathway, which is up regulated in these mice (Volle et al.,
2007a,b).
2.3.4. Peroxisome Proliferator Activated Receptors PPARa, b and c
(NR1C1, NR1C2 and NR1C3)
2.3.4.1. Physiological functions. There are several PPAR isolforms:
PPARa (NR1C1), PPARb/d (NR1C2), and PPARc (NR1C3) (Auwerx,
1992). As for LXRs, PPARs form obligate permissive heterodimers
with RXRs.
PPAR isoforms have specific tissue distribution which might ac-
count for their different functions. Indeed, these receptors have
been identified to play a role in several key physiological functions
such as in fatty acid metabolism and inflammation (Vacca et al.,
2011). PPARa is expressed in tissues with high fatty acid catabo-
lism. In liver, PPARa is maximally expressed during fasting and
regulates lipid uptake (Blavy et al., 2009), and glucose metabolism
(Jay and Ren, 2007), and detoxification (Martin et al., 2007).
PPARbd is ubiquitously expressed. PPARbd, generated null mice
are smaller, with altered brain myelinisation and adipose tissue
were smaller (Peters et al., 2000). However, the phenotype of these
knockout animals seems to be dependent on the genetic
background.
Next to these data, a protective function of PPARbd in the heart
has been proposed. Indeed, mouse model of cardiomyocyte-spe-
cific deletion of PPARb develop a dilated cardiomyopathy due to
lipotoxicity (Cheng et al., 2004).
PPARc is abundant in the white and brown adipose tissues,
where it promotes lipid storage and adipocyte differentiation and
maintenance (Tontonoz et al., 1994; Rosen et al., 1999). Further-
more, PPARc is involved in glucose metabolism via an improve-
ment of insulin sensitivity (Kubota et al., 1999; He et al., 2003;
Hevener et al., 2003).
2.3.4.2. Testicular expression pattern. (Fig. 1): Data from qPCR exper-
iments show that all three PPARs are expressed during develop-
ment in both Sertoli and germ cells (Thomas et al., 2011). In
adults, PPARs are expressed in different testicular compartments,
namely PPARa in Sertoli, Leydig cells and spermatocytes, PPARb/d
in Leydig and Sertoli cells (Schultz et al., 1999; Braissant and Wah-
li, 1998). Human testis contains PPARa and b/d, but only PPARa is
localized in Leydig cells, whereas PPARc is not expressed (Hase
et al., 2002).
2.3.4.3. Role in Leydig cells. (Fig. 2): Exposures to PPARs activators,
either pharmacological agents or endocrine disruptors decrease
testosterone levels, probably due altered de novo synthesis of cho-
lesterol in Leydig cells (Mimeault et al., 2005; Velasco-Santamaria
et al., 2011) or due to the inhibition of mitochondrial cholesterol
uptake modulated by peripheral benzodiazepine receptor protein
(Gazouli et al., 2002). PPARa agonists also by inhibit Star, Cyp11a1,
Cyp17a1 (Froment and Touraine, 2006; Li et al., 2011a,b; Corton
and Lapinskas, 2005). KO mice for PPARa or b isoforms are fertile,
confirming that basal PPAR activity is not required for sexual
development and fertility (Peters et al., 2000; Lee et al., 1995).
However, their impact remains non negligible especially in the
context of endocrine disruptors such as phthalates (Velasco-San-
tamaria et al., 2011; Barlow and Foster, 2003; Foster, 2006).
2.3.4.4. Involvement in Sertoli cell functions. (Fig. 2): PPARc could
play an important role in the regulation of expression of key lipid
metabolic genes in Sertoli cells, during postnatal development, as
suggested by recent microarray analyses (Thomas et al., 2011).
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2.3.4.5. Potential role in germ cells. (Fig. 2): PPARs are variably ex-
pressed in germ cells in different species. All three isoforms, a, b/
d and c, are expressed in germinal cells of mice (Higashiyama
et al., 2007). PPARc is present in human sperm. Rosiglitazone, a
PPARc agonist enhances capacitation, acrosome reaction and
motility of ejaculated human sperm (Aquila et al., 2006). Further-
more, PPARs are expressed in Sertoli and Leydig cells; this may
provide an environment for germ cell maturation (Huang, 2008).
All these evidences support the role of these receptors beyond lipid
homeostasis.
2.3.5. The Liver Receptor Homolog -1 (LRH-1; NR5A2)
2.3.5.1. Physiological functions. LRH-1 is highly expressed in liver,
pancreas and intestine (Repa and Mangelsdorf, 2000; Fayard
et al., 2004). LRH-1 belongs to the NR5A subfamily as SF-1. These
two receptors are closely related (Wang et al., 2005a,b). Indeed,
the high degree of sequence conservation between their DNA bind-
ing domains allows them to bind to the same hexameric elements
of the regulatory sequences of their direct target genes, suggesting
that LRH-1 could control steroidogenesis (Fayard et al., 2004).
Even though several phospholipids have been found to bind
LRH-1 in vitro (Ortlund et al., 2005), the physiological ligands re-
main unknonwn. In contrast, several corespressors are able to effi-
ciently repress the activity of LRH-1 by interacting with the
binding domain of LRH-1, and several covalent modifications,
including phosphorylation and sumoylation are known to modu-
late LRH-1 (Lee et al., 2006; Chalkiadaki and Talianidis, 2005; Yang
et al., 2009).
LRH-1 plays key role during development for cell specification
during differentiation. It also involved in the regulation of many
other metabolic, immunoregulatory and proliferative function.
LRH-1 is involved in reverse cholesterol transport and bile acid
metabolism in the liver (Fayard et al., 2004). In the intestine,
LRH-1 was shown to regulate cell renewal (Botrugno et al.,
2004). LRH-1 is also a modulator of gut functions (Fernandez-Mar-
cos et al., 2011).
LRH-1 has been shown to play key functions in ovarian physiol-
ogy ((Duggavathi et al., 2008), see Mouzat et al. this issue). Re-
cently, it was also identified as a key player in the control of
stem cell pluripotency (Heng et al., 2010).
2.3.5.2. Testicular expression pattern. (Fig. 1): During the embryonic
development, LRH-1 is expressed in the gonadal primordium since
E10.5. Then at E11.5, when the bipotential gonad can be differen-
tiated from adrenal, LRH-1 is expressed in the germ cells and the
surrounding somatic cells (Hinshelwood et al., 2005). In males,
the expression of LRH-1 is still detected in the germ cells and the
Sertoli cells during the embryonic development up to 8-days post-
natal. In the adult testis LRH-1 was found to be expressed in germ
cells as well as in Leydig cells (Pezzi et al., 2004; Sierens et al.,
2010; Volle et al., 2007c; Guo et al., 2007). These results obtained
at different times of the development including adulthood reveal
several putative roles of LRH-1 in the gonads. Indeed, the expres-
sion profiles suggest that LRH-1 could be involved in the prolifera-
tion of germ cells in the developing gonads, and also in the
regulation of the steroid synthesis in both ovary and testis. Inter-
estingly, a new lrh-1 transcript (mlrh-1v2) was recently identified
which is due to an alternative promoter. This transcript is ex-
pressed throughout embryogenesis and in several adult tissues,
while the previously known transcript (mlrh-1v1) appears later
during embryogenesis. Only mlrh-1v2 was detected in ovary and
testis (Gao et al., 2006).
2.3.5.3. Role in Leydig cells. (Fig. 2): LRH-1 is thought to modulate
steroidogenesis. Most of steroidogenic enzymes are up regulated
by LRH-1 (Mueller et al., 2006; Sirianni et al., 2002; Wang et al.,
2001a,b). It is a target for DAX-1 and SHP nuclear receptors (Volle
et al., 2007c; Suzuki et al., 2003). It interacts directly with aroma-
tase promoter up regulating its expression and promoting normal
spermatogenesis (Sierens et al., 2010). In vivo, the LRh-1+/- males
show altered testicular steroidogenesis (Volle et al., 2007c).
2.3.6. The Small Heterodimer Partner (SHP; NR0B2)
2.3.6.1. Physiological functions
SHP was identified in 1996 as a member of the nuclear receptor
superfamily that represses transcriptional activity of several other
nuclear receptors. Like DAX-1, SHP is an atypical NR as it lacks the
classical DNA-binding domain (DBD) (Seol et al., 1996).
SHP inhibits transcriptional activation of several other nuclear
receptors, it can act through several mechanisms (Bavner et al.,
2005). SHP interefers with the AF-2 coactivator domain of NRs
for the recruitment of co-activtors. It could also mediate this
repression through the interaction with corepressors including di-
rect interactions amongmammalian homolog of the Saccharomyces
cerevisiae transcriptional corepressor mSin3A, SWItch/Sucrose
NonFermentable (SWI/SNF) complexes (Kemper et al., 2004). SHP
could also interact directly with NR or transcription factor, result-
ing in the blockade of DNA-binding and the consequent inhibition
of its transcriptional activity (Bavner et al., 2005).
It is involved in fundamental biological functions and metabolic
processes. One of the first mechanism in which SHP was involved is
the regulation of bile acid synthesis (Goodwin et al., 2000; Lu et al.,
2000). In response to bile acids, FXR induces Shp transcription. This
leads to the inhibition of LRH-1, LXRa and HNF4a activities on pro-
moters of key enzymes of this pathway, Cyp7a1 and Cyp8b1. Mech-
anisms independent of the FXR/SHP/LRH pathway might also exist,
since BAs feeding to Shp!/! mice reduced the levels of CYP7A1
mRNA to similar levels of control mice. Indeed, FGF15/19 is an-
other FXR gene target in the intestine and appears to contribute
to the fine tuning of bile acid synthesis in the liver (Inagaki et al.,
2005).
Furthermore, SHP appears to play a central role in obesity. SHP-
deficient mice resist to high-fat-diet-induced obesity. Transgenic
mice that specifically expressed SHP in adipose tissue have in-
creased body weight and adiposity (Tabbi-Anneni et al., 2010). En-
ergy metabolism is increased and BAT cold exposure function is
enhanced with activation of thermogenic genes and mitochondrial
biogenesis. Compared with wild-type mice on a high-fat diet, SHP
overexpression is associated with enhanced diet-induced obesity
phenotype with weight gain, increased adiposity, and severe glu-
cose intolerance. Consistently, SHP over-expression in 3T3-L1 pre-
adipocytes inhibits cell differentiation and lipid accumulation
(Song et al., 2009).
Interestingly, mutations in human Shp gene were also associ-
ated with influence on birth weight, mild obesity, and insulin lev-
els (Hung et al., 2003; Nishigori et al., 2001; Enya et al., 2008).
Shp!/!mice are characterized by hypo-insulinemia, increased glu-
cose dependent response of islets, increased peripheral insulin sen-
sitivity, and increased glycogen stores (Wang et al., 2006a,b). SHP
has been hypothesized to act on glucose homeostasis via complex
pathways involving the inhibition of glucocorticoid receptors (GR)
in mammalian cells and the inhibition of PGC-1 gene, a coactivator
of NRs important for gluconeogenic gene expression and the
PGC-1-regulated phospho(enol)pyruvate carboxykinase (PEPCK)
promoter (Borgius et al., 2002). Following the bile acid-induced
stimulation, SHP inhibits a number of other pathways, including
the HNF4a-mediated transactivation of the PEPCK and fructose
biphosphate (FBP) promoters (Yamagata et al., 2004; Park et al.,
2007), as well as the transactivation of the glucose-6- phosphatase
(G6Pase) promoter mediated by Foxo1 (Wei et al., 2011).
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2.3.6.2. Testicular expression pattern
(Fig. 1): SHP has been demonstrated to be expressed in the tes-
tis and ovary (Bookout et al., 2006; Johansson et al., 1999). Few
data are available concerning the role of SHP in either testis or
ovary. We have demonstrated that Shp is expressed during the
postnatal development in the tubular compartment of the testis,
either in Sertoli or germinal cells. Then around puberty and in
adult testis, SHP is expressed in the interstitial cells (Volle et al.,
2007c).
2.3.6.3. Role in the Leydig cells
(Fig. 2): Being important in the regulation of cholesterol homeo-
stasis and interacting with various nuclear receptors such as FXR,
LXR and PPAR, SHP is thought to have a fundamental role in steroi-
dogenesis (Volle et al., 2007c; Brendel et al., 2002). SHP represses
steroidogenesis in testes by limiting the expression of the steroido-
genic enzymes, Star, Cyp11a1 and 3bhsd. This effect is mediated
through SF-1 and LRH-1 (Pezzi et al., 2004; Bakke et al., 2001a,b).
SHP KO mice show increased testosterone synthesis and preco-
cious sexual maturation via derepression of SF-1 and LRH-1 (Volle
et al., 2007c). These effects are independent of LH concentrations.
Interestingly, testicular LXR genes are not implicated in this regu-
lation (Volle et al., 2007c).
2.3.6.4. Potential role in germ cells
(Fig. 2): SHP regulates germ cell maturation, differentiation and
transition into meiotic phase. In Shp!/! mice, germinal cells enter
in meiosis earlier than wild-type males. This effect is indirect
through regulation of retinoic acid pathways (Volle et al., 2007c).
SHP-KO mice have increased intra testicular concentrations of all
trans- retinoic acids. Normally, SHP down regulates retinoic acid
pathway genes (Stra-8, Dmc1, Scp3, Hoxa1) by derepressing Rar.
SHP-KO mice have increased accumulation of intra testicular Stra8,
Dmc1 and Scp3. Furthermore, Cyp26b1 gene, encoding for an en-
zyme implicated in degradation of retinoic acid (Bowles et al.,
2006), is down regulated. Indeed, RARs are also expressed in germ
cells. This expression is cell specific and may vary between species
(Eskild et al., 1991). They play an important role in maturation and
the progression of spermatogenesis (Bowles et al., 2006). In mice,
RARb is expressed in step 7 and 8 spermatids and RARc in sperma-
togonia. RARa controls spermiation (Vernet et al., 2006). Mice
invalidated for RARa exhibit severe degeneration of germ cells
resulting in the production of seminiferous tubules devoid of epi-
thelium (Lufkin et al., 1993), a phenotype similar to the one ob-
served in mice with vitamin A deficiency (Ismail et al., 1990).
2.3.7. The Bile acid receptor (FXR; NR1H4)
2.3.7.1. Physiological functions
FXRa belongs to nuclear receptor superfamily which acts as an
obligatory heterodimer with retinoid X receptor (RXR) (Wang et al.,
1999). Identified in liver, intestine and kidney, it has been defined
as bile acid receptor and preferably binds to chenodeoxycholic acid
(CDCA) and its conjugated forms (Makishima et al., 1999; Wang
et al., 1999). The RXR/FXR heterodimer binds to specific IR1 (in-
verted repeat-1) sequences on target gene promoters and then reg-
ulates their transcription. FXRa has been involved in regulation of
many physiological functions (Chen et al., 2011; Hageman et al.,
2010; Trauner et al., 2010).
FXR seems to be involved in regulating bile acid (BA) biosynthe-
sis and enterohepatic cycle Indeed, Fxra!/! mice exhibit high BA
plasma levels associated with abnormal hepatic biosynthesis, due
to an alteration of FXRa-mediated negative feedback on BA biosyn-
thesis (Sinal et al., 2000). In liver, FXRa represses Cyp7a1 gene
expression, a key enzyme of BA biosynthesis. At the molecular le-
vel, this pathway involves several other members of nuclear recep-
tor superfamily, such as SHP (Small heterodimer partner, NR0B2),
LRH1 (Liver receptor homolog-1, NR5A2), or LXRa (Liver X
Receptor a, NR1H3) (Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000). In
hepatocytes, FXRa decreases BA uptake via repression of Na+
-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP), organic anion-
transporting polypeptide (OATP) -1 and OATP4 expressions
(Denson et al., 2001; Maeda et al., 2004)). It also promotes BA
excretion in bile ducts through transcriptional induction of the
specific BA transporter BSEP (Bile salt export pump) in hepatocytes
(Ananthanarayanan et al., 2001). FXRa is also involved in control-
ling lipid and glucose homeostasis as suggested by high plasma tri-
glycerides concentrations in Fxra!/! mice (Lefebvre et al., 2009;
Sinal et al., 2000) via a SHP-dependant pathway, FXRa limits tri-
glyceride synthesis. Indeed, it inhibits the expression of enzymes
involved in triglyceride synthesis such as Srebp1c, Fasn and Scd-1
(Watanabe et al., 2004). In parallel, FXRa controls blood glucose
by lowering expression of Pepck and G6Pase (Renga et al., 2012).
FXR also regulates Fgf15/19 in the intestine which contributes to
the fine tuning of bile acid synthesis in the liver (Inagaki et al.,
2005).
2.3.7.2. Testicular expression pattern
(Fig. 1): Like SHP, very few data are available regarding the
expression of Fxr in the genital tract. Northern blot analyses have
demonstrated that Fxr is expressed in both ovary and testis (Repa
and Mangelsdorf, 2000). Furthermore, we showed that Fxr is ex-
pressed in the interstitial cells of the adult testis (Volle et al.,
2007c).
2.3.7.3. Role in the Leydig cells
(Fig. 2): Fxra is expressed in the interstitium of testis (Volle
et al., 2007c). Mice treated with FXR pharmacological agonist show
induced shp mRNA expression. Interestingly, Fxr-KO mice have
normal testosterone concentrations, Shp and steroidogenic en-
zymes mRNA levels (Volle et al., 2007c). FXR has been demon-
strated to regulate steroidogenesis down regulation of the
aromatase activity in Leydig cells (Swales et al., 2006; Catalano
et al., 2010), modulation of Sult2a1, 3bhsd and 5a-reductase, en-
zymes involved in steroid synthesis, activation and deactivation
of testosterone (Catalano et al., 2010; Miyata et al., 2006). Note
thus, androsterone, a metabolic product of testosterone, is able to
activate FXR (Wang et al., 2006a,b). This could give a nice negative
feedback of the androgen synthesis where androgen metabolites
could inhibit their own production through a FXR/SHP/SF1-LRH1
pathway, as in the liver.
2.3.8. Retinoid X receptors
2.3.8.1. Physiological functions. Retinoid X receptors (RXRa, b and c)
heterodimerize with numerous nuclear receptors, which include
retinoic acid receptors (RARs), peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) and liver oxysterol receptors (LXRs), and display
a ligand-dependent transcriptional activity that requires the integ-
rity of the activation function 2 (AF-2) core, contained within a-he-
lix 12 (Chambon, 1996). In nonpermissive heterodimers, RXRs are
transcriptionally inactive, unless their partners are liganded,
whereas in permissive heterodimers RXRs can be transcriptionally
active, irrespective of the presence of their partner’s ligand (Vivat
et al., 1997). Thus, permissive heterodimerization may integrate
two hormonal pathways within a single functional unit. Genetic
evidence indicates that the highly pleiotropic developmental ef-
fects of retinoic acid are mediated by nonpermissive RXRa/RARa,
b and c heterodimers, in which the AF-2 of RXRamay either be dis-
pensable or required (Mascrez et al., 1998; Matt et al., 2003).
Regarding cholesterol homeostasis, RXR isoforms play an
important role as they form heterodimers with key ‘‘lipidic’’ nucle-
ar receptors such as LXR, PPAR and FXR as discussed above.
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2.3.8.2. Testicular expression pattern. (Fig. 1): Regarding Leydig cells,
RXRa and b are the major isoforms in fetal life and RXRa and b in
adulthood (Boulogne et al., 1999). In contrast, RXRb is the main iso-
form expressed in Sertoli cells. RXRa and c are thought to be the
major isoforms of RXR expressed in germinal cells. RXRa is ex-
pressed in spermatogonia, spermatocytes and round spermatids,
while RXRc isoform is mainly found in pachytene spermatocytes
and elongated spermatids (Dufour and Kim, 1999).
2.3.8.3. Role in Leydig cells. (Fig. 2): LXRs, FXRa and PPARs, as many
other nuclear receptors, form heterodimers with RXRa. Retinoids
may have a double effect; being antioxidant, retinoic acid at phys-
iological concentrations increases Leydig cell viability, promotes its
proliferation and blocks the negative effect of oxidative stress on
steroidogenesis (Hales et al., 2005; Perri et al., 2010). In adult Ley-
dig cells, retinoids increase the basal testosterone secretion and
expression of StAR and P450c17 and decrease 3hsdB and Lhr synthe-
sis (Chaudhary et al., 1989; Lefevre et al., 1994). Vitamin A defi-
ciency is known to be associated with impaired testosterone
secretion (Appling and Chytil, 1981). Inversely, excess of retinoids
has negative effects on mass and function of Leydig cells. Animal
and cellular studies showed that high doses of retinoid reduce gen-
erally the number of somatic (Sertoli and Leydig) cells (Boulogne
et al., 1999), induce apoptosis of Leydig cells, probably due to lipid
peroxidation (Tucci et al., 2008) and may play a negative role on
steroidogenesis during fetal and adulthood life (Livera et al.,
2004). Thus, nuclear receptors for retinoids are directly involved
in regulation of Leydig cell function and may either promote or
block retinoid effect on testes during their mild deficiency or
excess.
2.3.8.4. Involvement in Sertoli cell functions. (Fig. 2): RXRb is the ma-
jor isoform expressed in Sertoli cells and it plays a key role in lipid
homeostasis in these cells. Indeed, KO mice for RXRb are infertile
with a defect in spermiation, enlightening the importance of reti-
noic acids for this step; they show a progressive lipid accumulation
in Sertoli cell cytoplasm (Kastner et al., 1996; Mascrez et al., 2004).
The dialogue between retinoic pathway and LXR is well estab-
lished, LXR deficient mice show an up regulation of gene involved
in retinoic pathways (Volle et al., 2007a,b). This could participate in
the testicular degeneration, be responsible for lipid accumulation
in Sertoli cells (Biswas and Deb, 1965) and may induce defects in
synchronization of spermiation. All these factors participate in
the phenotype of infertility in these mice (for review: (Livera
et al., 2002)).
Specific inactivation of RXRb in Sertoli cells leads to the failure
of spermatid release, accumulation of cholesterol esters and, sub-
sequently, testis degeneration (Vernet et al., 2008).
2.3.8.5. Potential role in germ cells. (Fig. 2): RXRs are also implicated
in germ cell differentiation and maturation. RXRa and c are
thought to be the major isoforms of RXR expressed in germinal
cells. RXRa is expressed in spermatogonia, spermatocytes and
round spermatids, while RXRc isoform is mainly found in pachy-
tene spermatocytes and elongated spermatids (Dufour and Kim,
1999). These isoforms are mainly described to dimerize with other
nuclear receptors in germ cells, especially RARa. Thus it is not
unexpected that animals with RXRa or c mutation be infertile, at
least because of RARa signaling dysfunction in these animals. Nev-
ertheless, RXRb null mice are infertile due to oligo-astheno-terato-
zoospermia and because of failure of spermatid release. With
aging, these mice demonstrate complete germ cell degeneration
(Kastner et al., 1996).
3. Conclusions/discussion
The development of intra-cytoplasmic sperm injection (ICSI) is
an important recent breakthrough in the treatment of male infer-
tility, but it does not treat the cause. Indeed, male fertility seems
to have declined over the last decades (Skakkebaek et al., 2006). If
testicular physiology has been considered for long for endocrine
issues, the increasing incidence of disorders might be linked with
environmental and/or compartmental features. Beside the classi-
cal steroid hormone receptors (AR, ER), reverse endocrinology
pointed out, in male fertility, the determinant role of the
‘‘orphan-adopted’’ nuclear receptors, such as those controlling
lipid homeostasis. Indeed, cholesterol plays an important role in
maintenance of reproductive functions and can be responsible of
fertility disorders.
As reviewed here, several nuclear receptors, adopted or
orphans, have been demonstrated to be key regulators of the
testis physiology. They act throughout the development from
embryo to adulthood. They clearly appear to control all the aspects
of lipid metabolism from synthesis, storage and catabolism. In the
future, these receptors may help to better understand, at the
molecular level, the association between Metabolic Syndrome
and infertility.
Here, we focus on testicular physiology; however, fertility re-
quires combined activities of several organs. Indeed, even though
the testis is the key organ for the production of the spermatozoa,
these testicular spermatozoa are not functional. They will need fur-
ther maturation during transit into epididymis. Then after ejacula-
tion, spermatozoa also need to be protected. For that purpose, the
composition (proteins and minerals) of the semen will be of major
importance to nourish, transport and to protect spermatozoa
(Gonzales, 2001). Thus its proper and successful functioning is a
key factor in male fertility.
3.1. Post-testicular maturation
The epididymis plays an important role in their maturation. In-
deed, spermatozoa leaving testes are neither mobile nor fertile;
they are submitted to different modifications in the epididymis
and female genital tract to be fertile (Yanagimachi, 1994). Sperm
maturation in the epididymis includes morphological modifica-
tions affecting protein and lipid composition (Rejraji et al., 2006).
These modifications render spermatozoa mobile.
Cholesterol is found in spermatic membrane. Cholesterol to
phospholipid ratio affects membrane fluidity and determines sper-
matic mobility, capacitation and acrosomial reaction (Motamed
Khorasani et al., 2000). During their maturation, spermatozoa lose
cholesterol in favor of desmosterol and undergo different modifica-
tions in concentrations of different phospholipidss to promote
membrane fluidity (Haidl and Opper, 1997; Jones, 1998; Travis
and Kopf, 2002).
A study of sterols and phospholipid repartition in spermatozoa
and seminal fluid in hypercholesterolemic patients did not show
any modification compared to normocholesterolemic patients
(Grizard et al., 1995). Other studies showed that a statin treatment,
changing plasma cholesterol levels, does not affect sperm quality,
or slightly alter sperm mobility (Farnsworth et al., 1987; Nieder-
berger, 2005; Purvis and Christiansen, 1992).
Cholesterol homeostasis in epididymal microenvironment is
not well understood. Few studies have been performed on the con-
trol of this process and on its effects on sperm maturity. ABC pro-
teins are expressed on spermatozoa membrane (Morales et al.,
2008). They may be responsible for cholesterol efflux from sperma-
tozoa, which will be liberated to apolipoproteins secreted from
epidididymis and implicated in sperm maturation (Law et al.,
1997).
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LXRs are implicated in lipid homeostasis in different organs
(Volle and Lobaccaro, 2007a), LXRa and b are expressed in caput
and cauda epididymides, LXRb being the highest (Frenoux et al.,
2004). LXR!/! mice are characterized by the loss of epithelial
height due to epithelial cell apoptosis and lipid accumulation in
peritubular and interstitial compartments of first and second parts
of epididymis caput. Gametes obtained from the tail of epididymis
of these mice are fragile (Frenoux et al., 2004; Saez et al., 2007).
Further evaluation demonstrated cholesteryl ester accumulation
due to down regulation of cholesterol trafficking protein (ABCA1)
in caput epididymides which is segmental specific (Ouvrier et al.,
2009).
3.2. Post-ejaculation
Coagulation occurs immediately after ejaculation. This step is
important to allow all spermatozoa to be in contact with the nutri-
ents in the semen. It promotes sperm motility, increase stability of
sperm chromatin, and suppress the immune activity in the female
reproductive tract to avoid rejection of spermatozoa (Gonzales,
2001). Secretion of the seminal vesicles and prostate constitutes
the majority of the ejaculates.
3.2.1. Seminals
This organ is mainly under the control of androgens (Fujii,
1977) as proved by its regression during castration experiments.
So far independently of hormonal alteration, the potential role of
the other ‘‘lipidic’’ nuclear receptor discuss above have not been
studied. The measurement of seminal fructose is used as a marker
of the seminal vesicle function (Gonzales and Villena, 2001).
3.2.2. Prostate
The prostate works in conjunction with the seminal vesicles and
Cowper’s glands which also participate to sperm production.
Prostate secretions have huge impact on fertility as they are in-
volved at many levels. Zinc in prostate fluid can kill bacteria, in or-
der to protect the prostate gland and the whole genito-urinary
system (Cowan et al., 1991). There is also some nutritive material
for sperm. Prostate fluid can neutralize the acid in vagina to ensure
the survival of sperm. At least, protease and fibrinolytic enzyme in
the prostate fluid can help the sperm to get through the mucus at
cervix of womb and ZP zona pellucida of the egg, so that the egg
can be fertilized ((Espana et al., 2007; Quinn and Begley, 1984).
Many studies have associated the potential impact of PPAR, FXR
or LXR in the context of the tumor processes, modulating prolifer-
ation, apoptosis or migration (Kim et al., 2009; Pommier et al.,
2010; Jiang et al., 2011; Kaeding et al., 2008). In the context of this
review on the link between secretion and fertility one recent article
could be of interest. Indeed Viennois et al. demonstrate that in
Lxra!/! secretion process was altered (Viennois et al., 2012).
These mice develop ventral prostate hypertrophy, correlating with
an overaccumulation of secreted proteins in prostatic ducts and an
alteration of vesicular trafficking in epithelial cells. In the fluid of
the lxra(!/!) prostates, spermine binding protein is highly accu-
mulated. These data point out the crucial role of Lxra in the
homeostasis of the ventral prostate. It is not excluded that such
alteration of prostate secretion could have an impact on sperm
quality.
3.3. From infertility to cancer?
There are evidences that infertility may predispose to the devel-
opment of testicular cancer (Hotaling and Walsh, 2009). Men seek-
ing infertility treatment had an increased risk of developing
testicular cancer (Walsh et al., 2009). Testicular cancer is the most
common malignancy in 20- to 34-years-old males (Ziglioli et al.,
2011). It has been stated that testicular cancer derives from a pre-
cocious lesion, the carcinoma in situ of the testis, also known as
Intratubular Germ Cell Neoplasia (IGCN) or Testicular Intraepithe-
lial Neoplasia (TIN) (Ziglioli et al., 2011). It is hypothesized that the
molecular and genetic alterations responsible for this pathology
could take place during embryonic development. This is the basis
of the Testicular Dysgenesis Syndrome, which sustains the poten-
tial involvement of endocrine disrupters in such pathology
(Skakkebaek et al., 2001).
Interestingly, dietary patterns play a role on cancer develop-
ment such as prostate tumors (Sebastiano et al., 2012). Indeed,
some epidemiological and animal studies have reported a relation
between the increase of fat intake and incidence of cancers. For
example, some studies have proved that effects on these cancers
are greatly different by the type of fatty acids contained in the fatty
diet rather than the quantity of the fat intake itself (Swinnen et al.,
2006).
Regarding the emerging role of lipid metabolism in the develop-
ment and the progression of tumors (Brusselmans et al., 2007),
these ‘‘lipidic’’ nuclear receptors could be of interest in the context
of testicular cancer. So far, few data are available on a potential role
of these nuclear receptors in the etiology of this pathology. How-
ever, it was recently described that PPARc is highly expressed in
human testicular cancers compared to normal tissues (Hase
et al., 2002).
3.4. Potential therapeutic targets?
Thus, a new field of investigations is now open which suggests
several questions to be answered. Indeed, are there, in human
infertility, some mutations of these NRs or deregulated pathways
activated by the NRs? Could these transcription factors be used
as therapeutical targets? Such ideas have been reported by many
authors for almost all the orphans reviewed here, and this in many
different diseases (Viennois et al., 2011; Decourteix and Volle,
2010). The challenge will be to develop strategies that will allow
targeting some of this receptors at specific timing and specific cel-
lular localization. The road will be long before using any synthetic
agonist to treat human infertility, but the gate is open. . ..
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Identification of the link between hypothalamo-pituitary axis 1 and the testicular orphan nuclear 2 
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The small heterodimer partner (SHP, nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2; NR0B2) is
an atypical nuclear receptor knownmainly for its role in bile acid homeostasis in the enterohepatic
tract.Wepreviously showedthatNR0B2controls testicular functions suchas testosterone synthesis.
Moreover, NR0B2 mediates the deleterious testicular effects of estrogenic endocrine disruptors
leading to infertility. The endocrine homeostasis is essential for health, because it controls many
physiological functions. This is supported by a large number of studies demonstrating that alter-
ations of steroid activity lead to several kinds of diseases such as obesity and infertility. Within the
testis, the functions of the Leydig cells aremainly controlled by the hypothalamo-pituitary axis via
LH/chorionic gonadotropin (CG). Here, we show that LH/CG represses Nr0b2 expression through
the protein kinase A-AMP protein kinase pathway. Moreover, using a transgenic mouse model
invalidated for Nr0b2, we point out that NR0B2 mediates the repression of testosterone synthesis
and subsequent germ cell apoptosis induced by exposure to anti-GnRH compound. Together, our
data demonstrate a new link between hypothalamo-pituitary axis and NR0B2 in testicular andro-
genmetabolism,makingNR0B2amajor actorof testicular physiology in caseof alterationof LH/CG
levels. (Endocrinology 156: 660–669, 2015)
Within the testis, Leydig cells ensure the synthesis ofvarious hormones. Androgens are involved in the
development of secondary sexual characters during pu-
berty and themaintenance of fertility in the adulthood (1).
Testosterone (T) controls germ cell proliferation and sur-
vival (2, 3). Steroidogenesis is a multistep process. First,
cholesterol is transported through the mitochondrial
membrane by steroidogenic acute regulatory protein
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(4) or peripheral benzodiazepine receptor (5).
Then, cholesterol side chain is cleaved by cytochrome
P450-11A1 (Cytochrome P450, Family 11, Subfamily A,
Polypeptide 1, CYP11A1) producing pregnenolone (6).
Several subsequent enzymatic reactions involving 3!-hy-
droxy-steroid dehydrogenase (3!HSD) and cytochrome
P450-17A1 (Cytochrome P450, Family 17, Subfamily A,
Polypeptide 1, CYP17A1) allow the production of T (7).
The control of the Leydig cell functions, including ste-
roidogenesis, is predominantly mediated by the hypo-
thalamo-pituitary-gonadal axis via LH/chorionic gonad-
otropin (CG) depending on the considered species (7).
This results in de novo protein synthesis such as StAR (8).
Under acute effect of LH/CG, free cholesterol is trans-
ferred to the inner membrane of mitochondria. Chronic
stimulation leads to the expression of Cyp11a1, 3!hsd,
and Cyp17a1 (9). Among multiple signaling pathways,
LH/CG stimulates cAMP production, which in turn reg-
ulates expression of steroidogenic enzymes in Leydig cells.
cAMP acts through a variety of transcription factors, in-
cluding SF1 (nuclear receptor subfamily 5, groupA,mem-
ber 1, NR5A1) (10), DAX-1 (nuclear receptor subfamily
0, group A, member 1, NR0B1) (11), LXR (nuclear re-
ceptor subfamily1, groupH,member3,NR1H3) (12,13),
CCAAT/enhancer-binding protein-! (14), LRH-1 (nu-
clear receptor subfamily 5, group A, member 2, NR5A2)
(15),NR4A1 (nuclear receptor subfamily 4 groupAmem-
ber 1) (nerve growth factor IB) (16), and cAMP response
element-binding protein (CREB) (17).
In a classical negative feedback loop, the steroids
produced by the testis, namely T and estrogens, inhibit
the secretion of GnRH by the hypothalamus and then
the production of gonadotropins (LH and FSH). Ste-
roids also inhibit LH secretion directly at the pituitary
levels.
The small heterodimer partner (nuclear receptor sub-
family 0 group B member 2, NR0B2) is a member of the
nuclear receptor superfamily (18). Functions of NR0B2
have been linked to its ability to repress the transcriptional
activity of other nuclear receptors such as NR5A2 (19,
20). In addition to the liver,Nr0b2has been demonstrated
to be expressed in the testis. From puberty Nr0b2 is ex-
pressed in interstitial cells (21). It represses steroidogenesis
by limiting the expression of Star, Cyp11a1, and 3!hsd.
NR0B2 inhibits the expression of steroidogenic genes, on
one hand by inhibiting the expression of the nuclear re-
ceptorsNr5a1 andNr5a2, and on other hand by directly
repressing the transcriptional activity of NR5A2 at least
on the promoter of Star andCyp11a1 genes (21). Thiswas
supported by the higher T levels inNr0b2!/!males com-
parewithNr0b2"/"mice (21). This effect is mainly due to
the intrinsic testicular role of NR0B2, asNr0b2!/!males
have normal plasma LH levels and normally respond to
LH/CG stimulation (21). However, NR0B2 mediates tes-
ticular deleterious effects of estrogenic endocrine disrupt-
ers (EEDs) such as diethylstilbestrol ((DES) or estradiol
(E2) benzoate (EB) (22). An interesting point is the lack of
effect of EB in Nr0b2!/! males as neonatal exposure to
EB has been demonstrated to reduce plasma LH con-
centration (23). Combined, these data suggest that
Nr0b2!/! Leydig cells should be resistant to the dele-
terious effect of low LH levels. Surprisingly, the links
between NR0B2 and the LH/CG signaling pathways
within Leydig cells have never been studied so far.
Here, we show that Nr0b2 expression is regulated by
the hypothalamo-pituitary (HP) axis. In vivo treatment
with human chorionic gonadotropin (hCG) results in the
decrease of testicular Nr0b2 mRNA accumulation. In
vitro approaches, using the well-defined mouse Leydig
MA10 cell line, demonstrate the involvement of protein
kinase A (PKA)-AMP protein kinase (AMPK) signaling
pathways. Consistently, we show that administration of
an antagonist ofGnRH-receptor (AG) induces an increase
of Nr0b2 mRNA accumulation leading to lower T syn-
thesis. This suggests a potential role of NR0B2 in the tes-
ticular impact of HP axis on testicular physiology. This
was corroborated by the fact that Nr0b2 deficiency pro-
tects male mice against the harmful effect on germ cell
survival induced by an AG.
Materials and Methods
Animals
Mice used were previously described (21) and maintained on
amixed background (C57BL/6J/129sv) andwere housed in con-
trolled temperature rooms with 12-hour light, 12-hour dark cy-
cles and had ad libitum access to food and water.
Micewere injected scwith hCG (5 IU, equivalent to 1.42mM;
Sigma-Aldrich) diluted in NaCl 0.09%. Regarding anti-GnRH
(antagonist GNRH-receptor-045572; Tocris) experiments,
males were gavagedwith 10mg/kg during 12 hours or 3 days, or
with vehicle (methylcellulose 1%; Sigma-Aldrich). This study
was conducted in accordance with current regulations and stan-
dards approved by Institut National de la Santé et de la Recher-
che Médicale Animal Care Committee.
Histology
Testes from10-week-oldmicewere collected, formalin fixed,
and embedded in paraffin, and 5-#m-thick sections were pre-
pared and stainedwith hematoxylin/eosin (n#5–10 animals per
group).
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end labeling (TUNEL) analysis
TUNEL experimentswere performed as previously described
(24) on 5 #m of testis fixed in paraformaldehyde 4%. In each
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at least 100 random seminiferous tubules were counted.
Results are expressed as the number of TUNEL-positive cells per
100 seminiferous tubules.
Endocrine investigations
T concentration was measured on heparin-treated plasma.
Intratesticular T was extracted as previously described (see ref-
erence 27 below). A commercial kit (AssayDesigns)was used for
the assays.
Real-time RT-PCR
RNAs from testis samples were isolated using TRIzol (Invit-
rogen Corp). cDNA was synthesized from total RNA with the
SuperScript II First-Strand Synthesis System (Life Technologies)
and random hexamer primers. Real-time PCR measurement of
individual cDNAswas performed using SYBR green dye tomea-
sure duplex DNA formation with the Eppendorf Realplex sys-
tem. Sequences of the primers were given in previous studies:
Actin, Star, Cyp11a1 (13), 36b4 (12), Nr0b2, Lrh-1, and Sf-1
(25). Standard curves were generated with pools of testis cDNA
from animals with different genotypes and/or treatments. Re-
sults were analyzed using the delta-delta-cycle threshold values
method.
Cell culture experiments
MA10cellswere previously used (26) andweremaintained at
37°C in an atmosphere of 5% CO2 with Waymouth (Life Tech-
nologies) containing 100-U/mL penicillin and 100-#g/mL strep-
tomycin supplementedwith 10%horse serum.On day 0,MA10
cells were seeded at 400$ 103 cells per well in 6-well plates and
allowed to adhere overnight. The next day, cells were washed
twicewith 1$PBS, andmediumwithout serumwas appliedwith
various ligands or vehicles. For hCG experiments, vehicle was
NaCl 0.09%, for forskolin (Fsk) (Sigma-Aldrich), 8-Bromo-
cAMP (8BrcAMP) (Sigma-Aldrich), protein kinase A inhibitor
(PKI) (R&D Systems), protein kinase A inhibitor H89 (H89)
(Sigma-Adrich), and PD098059 (R&D Systems) vehicle was di-
methylsulfoxyde (1:1000; Sigma-Aldrich). Cells were harvested
for mRNA or protein extractions.
Transient transfections
Mouse and humanNr0b2 promoter luciferase reporter plas-
mids have been previously described (27). Briefly, Nr0b2 regu-
latory sequences were cloned in pGL3 Luciferase Reporter Vec-
tor plasmid and correspond to sequence of!601 and"1 bp or
!366 to"1 bp from the transcription initiation site.MA10 cells
were transfected with lipofectamin (Invitrogen) in 24-well
plates.Nr0b2promoter luciferase reporter construct (90ng)was
transfected together with expression plasmid encoding for !-ga-
lactosidase (90 ng). The quantity of DNA was maintained con-
stantbyadditionof emptypCMXvector toa total amountof240
ng of DNA per well. Twenty-four hours after transfection, cells
were treated with vehicle, hCG, or Fsk. Cells were harvested 4
hours later and assayed for luciferase and !-galactosidase activ-
ities. Luciferase values were normalized to !-galactosidase
activity.
Western blot analysis
Protein extracts (30#g) fromwhole testis orMA10 cellswere
subjected to SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose
membrane (Amersham Pharmacia Biotech). Membranes were
incubated overnight at 4°C with primary polyclonal antibodies
raisedagainstAMPK(2532;Cell Signaling), phosphorylated (P)-
AMPK (2531; Cell Signaling), acetyl-CoA carboxylase (ACC)
(3662; Cell Signaling), P-ACC (Ser79) (3661; Cell Signaling), or
TUBULIN (1:30 000; Sigma-Aldrich) (for antibodies, see Table
1) followed by a 1-hour incubation with peroxidase-conjugated
antirabbit or antimouse IgG (1:10 000; Sigma-Aldrich). Perox-
idase activity was detected using the Western Light System
(PerkinElmer Life Sciences).
Statistical analysis
Two-way ANOVA was performed. When significant effects of
treatment or genotype or their interactions were obtained, multiple
comparisons were made with Turkey’s test. All numerical data are
represented asmean% SEM.Significant differencewas set atP& .05.
Results
hCG decreases Nr0b2 expression
To define in vivo the potential link betweenNr0b2 and
LH/CG signaling pathway,we first analyzed the impact of
LH/CG on Nr0b2 mRNA expression; twelve hours if
treatment with 5 IU of hCG resulted in a significant de-
crease inNr0b2mRNA accumulation (Figure 1A). In the
same line of evidence, treatment of male mice with a
GnRH-receptor antagonist (antagonist GNRH-receptor-
045572; AG) induced Nr0b2 mRNA accumulation (Fig-
ure 1B and Supplemental Figure 1A). Note that Star
mRNA accumulations mirror those obtained for Nr0b2
(Figure 1, A and B). To test whether LH/CG directly in-
duces these effects on Nr0b2 within the Leydig cells, we
performed in vitro analyses using the well-characterized
Table 1. Antibodies
Peptide/
Protein
Target
Antigen
Sequence
(if known)
Name of
Antibody
Manufacturer, Catalog Number,
and/or Name of Individual
Providing the Antibody
Species Raised in;
Monoclonal
or Polyclonal
Dilution
Used
Phospho-ACC Cell signaling, 3661 Rabbit 1:2000
ACC Cell signaling, 23662 Rabbit 1:2000
Phospho-AMPK Cell signaling, 2531 Rabbit 1:2000
AMPK Cell signaling, 2532 Rabbit 1:2000
TUBULIN Sigma-Aldrich Mouse 1:30 000
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MA10 Leydig cell line.Nr0b2was decreased after
hCG exposure due to a dose of 0.025 ng; the highest effect
was observed at 25nM (Figure 1C). The effect of hCG on
Nr0b2 accumulation was observed since 2 hours up to 12
hours after treatment (Figure 1D). As expected, Star
mRNA accumulations mirror those obtained for Nr0b2
(Figure 1, C and D).
Nr0b2 repression by hCG involves cAMP-PKA
signaling pathway
In order to decipher the downstream signaling path-
ways induced by the LH/CG receptor, we used the ade-
nylate cyclase activator, Fsk in in vitro experiment using
MA10 Leydig cell line. Results show that Fsk induced the
repression of Nr0b2 accumulation at 2.5#M and after 4
hours of treatment (Figure 2, A and B). As expected, Star
mRNA accumulation was increased
after exposure to Fsk (Figure 2, A
and B).
The involvement of cAMP path-
way was confirmed using 8BrcAMP
(Figure 3A). Treatment for 4 hours
with 8BrcAMP resulted in Nr0b2 re-
pression and induction of StarmRNA
accumulation (Figure 3A). In Leydig
cells, PKA pathways play an impor-
tant role in the control of steroidogen-
esis (28). To define whether PKAwas
involved in Nr0b2 regulation by
cAMP,we used PKI andH89, 2 phar-
macological inhibitors of PKA. Pre-
treatment with PKI or H89 abolished
the effect of hCG on Nr0b2 mRNA
accumulation (Figure 3, B andC).The
efficiency of PKI or H89 treatments
was supported by their impacts on
hCG-induced Star expression (Fig-
ure 3, B and C). This is also high-
lighted by the induction of CREB
phosphorylation by hCG, which
was minored by PKI and H89 ex-
posures (Figure 3D). The role of
PKA was confirmed, using PKI or
H89, by the measurement of steroids
(Figure 3E). In contrast, the use of
PD98059, an inhibitor of ERK path-
ways, has only a slight impact on
Nr0b2 and Star expression (Supple-
mental Figure 1, B and C).
hCG signaling pathways act on
Nr0b2 regulatory sequences
Inorder to showadirect impact of
LH/CG signaling pathways on Nr0b2
regulating sequences, various luciferase constructs of either
mouseorhumanregionof theNr0b2promoterwereused(20).
hCG or Fsk treatments significantly repress luciferase activity
using the !601;"1bp-luc construct, whereas the short con-
struct (!333;"1pb)was not responsive to hCGor Fsk (Figure
4). Same results were obtained using the humanNR0B2 pro-
moter (data not shown).
AMPK signaling pathways repress Nr0b2
expression in response to hCG
Recently, AMPK signaling pathway was demonstrated
to play some role in the regulation of Leydig steroidogen-
esis (29). The functionality ofAMPK signaling pathway in
MA10 cells was tested using pharmacological approach
1. hCG signaling represses Nr0b2 expression. A, Testicular mRNA accumulation of Nr0b2
and Star normalized to Actin mRNA levels in whole testes of C57BL/6J treated with vehicle or
5-IU hCG for 12 hours. B, Testicular mRNA accumulation of Nr0b2 and Star normalized to Actin
mRNA levels in whole testes of C57BL/6J treated with vehicle (methylcellulose 1%) or 10 mg/kg
of anti-GnRH (AG) for 12 hours. C, mRNA expression of Nr0b2 and Star normalized to 36b4
levels in MA10 Leydig cell line exposed to vehicle or hCG (from 0.0025nM to 25nM) over 4
hours; n # 12 per group. D, mRNA expression of Nr0b2 and Star normalized to 36b4 levels in
MA10 Leydig cells exposed to vehicle or hCG (2.5nM) for 2, 4, 8, or 12 hours; n # 12 per group.
In all of the panels, data are expressed as the mean % SEM. Statistical analysis: *, P & .05;
**, P & .01.
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its activator 5-Aminoimidazole-4-carboxamide 1-!-
D-ribofuranoside, Acadesine, N1-(!-D-Ribofuranosyl)-
5-aminoimidazole-4-carboxamide (AICAR) and the
C-compound inhibitor (C-cpd). AICAR exposure in-
creased the level of AMPK phosphorylation (P-AMPK)
and of its target P-ACC (Figure 5, A and B, left) (29). In
contrast, the use of C-cpd counteracted the effect of
AICARonP-AMPKandP-ACC (Figure 5,A andB, right).
Because AMPK pathway is a known inducer of Nr0b2
expression in liver (30), the potential involvement of these
pathways in MA10 cells was then tested. Treatment of
MA10 cells with AICAR led to an increase of Nr0b2
mRNA accumulation (Figure 5C). Consistently, pretreat-
ment with C-compound abolished the effect of AICAR on
Nr0b2 mRNA accumulation (Figure 5C).
The link between AMPK pathway and hCG response
was then analyzed. Pretreatment of cells with AICAR
abolished the effect of hCG on Nr0b2 mRNA accumula-
tion (Figure 5D). hCG exposure led to decreased phos-
phorylation of AMPK (Figure 5, E and F, left). The impact
of this modification was supported by the lower phos-
phorylation of ACC, a known target of AMPK (Figure
5, E and F, left). The pretreatment with AICAR coun-
teract the impact of hCG on P-AMPK and then P-ACC
(Figure 5, E and F, right). In vitro, the impact of hCG on
AMPK and ACC was confirmed using FSK on MA10
cell line (Supplemental Figure 1D). In the same line of
evidence, 8BrcAMP led to a decrease of AMPK and
ACC phosphorylations (Supple-
mental Figure 1E). The role of PKA
was supported by the fact that PKI
counteracted effect of hCG on P-
AMPK and P-ACC (Supplemental
Figure 1F).
In addition, in vivo exposure of
Nr0b2"/" mice to hCG reduced P-
AMPK (Figure 5,GandH). Thiswas
correlated with the decrease of the
levels of P-ACC (Figure 5, G andH).
These data show that, in vivo, hCG
exposure led to a decrease of
P-AMPK as observed in MA10 Ley-
dig cell line. It is thus tempting to
speculate that AMPK activation
could regulate Nr0b2 expression in
response to LH/CG within the Ley-
dig cells. However, it is important to
note that AMPK and its targets have
also been described in several cell
types within the testis, including Ser-
toli and germ cells (31).
Nr0b2 deficiency protects mice from germ cell loss
induced by an anti-GnRH
As previously demonstrated (21),Nr0b2!/!males pre-
sented higher intratesticular T levels (Supplemental Figure
2A). To analyze the impact of NR0B2 in response to the
modulation of HP axis, 10-week-old adult Nr0b2"/" or
Nr0b2!/!male mice were treated with a GnRH receptor
antagonist (AG). Interestingly, 12 hours of treatmentwith
AG led to a decreased intratesticular levels of T in
Nr0b2"/" mice, whereas no effect was observed in the
Nr0b2!/!males (Figure 6A). The effect of AGwasmainly
supported by the HP axis as AG did not decrease expres-
sion of Nr0b2 in MA10 Leydig cell line (Supplemental
Figure 2B). The effect of AG on T synthesis in wild-type
males was transitory, because after 3 days of treatment, the
intratesticular levels of T were normalized (Supplemental
Figure2C).ConsistentwithdecreasedTlevels,12hoursafter
the treatment, a decrease inmRNA levels ofLhcgr, Star, and
Cyp11a1 was observed in Nr0b2"/" males (Figure 6B),
whereas no modification of these genes was seen in
Nr0b2!/!males (Figure 6B). The expression ofNr5a1 and
Nr5a2, which are known inducers of steroidogenesis and
targets of NR0B2, were not affected by AG (Figure 6C).
Moreover,AGhadnoeffectontheexpressionof thenegative
regulator of steroidogenesis Nr0b1 (Figure 6C). These re-
sults suggest that the effect of NR0B2 might be through its
ability of inhibitingNR5A2 and/orNR5A1 activities on the
regulatory sequencesof the steroidogenicgenesaspreviously
2. Adenylate cyclase activator, Fsk, represses Nr0b2 expression. A, mRNA expression of
Nr0b2 and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed to vehicle or Fsk (from
2.5#M to 10#M) over 4 hours; n # 12 per group. B, mRNA expression of Nr0b2 and Star
normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cell line exposed to vehicle or Fsk (5#M) for 2, 4, 8, or
12 hours; n # 12 per group. *, P & .05; **, P & .01.
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local factor of Leydig homeostasis.
Consistent with the lower T levels inNr0b2"/"mice
(Figure 6A), a significant decrease of seminal vesicle
weight, an androgen-dependent organ, was observed at
3 days after the beginning of the AG treatment (Figure
6D). No effect on vesicle seminals was observed in
Nr0b2!/! males, highlighting the critical role of
NR0B2 (Figure 6D). Likewise, AG exposure induced a
significant increase in apoptotic spermatogenic cells in
the testis of Nr0b2"/" mice, as determined by TUNEL
analysis (Figure 6, E and F). Such impact was not ob-
served in Nr0b2!/! males.
Discussion
Endocrine homeostasis is a critical physiological process,
because alteration could lead to various diseases. This
point has been enlightened in the last decades with the
large impact of endocrinedisrupters onanimal andhuman
health (32, 33). Among the factors defined to play impor-
tant roles in steroid homeostasis, NR0B2 has been dem-
onstrated to control male sexual maturity through testic-
ular physiology (21).
3. cAMP/PKA signaling controls Nr0b2 expression in Leydig MA10 cell line. A, mRNA expression of Nr0b2 and Star normalized to 36b4
levels in MA10 Leydig cell line exposed to vehicle or 8BrcAMP over 4 hours; n # 12 per group. B, mRNA expression of Nr0b2 and Star normalized
to 36b4 levels in MA10 Leydig cells pretreated with PKI for 2 hours and then treated with vehicle or hCG (0.25nM) for 4 hours; n # 12 per group.
C, mRNA expression of Nr0b2 and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells pretreated with H89 for 2 hours and then treated with
vehicle or hCG (0.25nM) for 4 hours; n # 12 per group. D, Immunoblots of CREB and phospho-CREB in MA10 Leydig cell pretreated with PKI or
H89 for 2 hours and then treated with vehicle or hCG (0.25nM) for 4 hours; n # 12 per group. E, Relative levels of progesterone in medium of
MA10 Leydig cells pretreated with PKI or H89 for 2 hours and then treated with vehicle or hCG (0.25nM) for 4 hours; n # 4–6 per group. In all of
the panels, data are expressed as the mean % SEM. Statistical analysis: *, P & .05; **, P & .01; ***, P & .005.
4. Nr0b2 promoter is controlled by hCG signaling. Transient
transfection assay of MA10 cells transfected with a mouse Nr0b2
promoter luciferase reporter plasmid and exposed to vehicle, hCG
(2.5nM), or Fsk (5#M) over 4 hours. Luciferase activity was normalized
with !-gal and was expressed as relative light units (RLUs) of triplicate
assays (mean % SD). *, P & .05.
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tribute to local regulation of steroidogenesis (21). Indeed,
Nr0b2!/! males have higher T levels. Moreover, in vitro
experiments show that NR0B2 overaccumulation has
been demonstrated to repress the expression of steroido-
genic genes via NR5A1 and/or NR5A2.However, the tes-
ticular regulation of Nr0b2 expression has not been ex-
plored so far.
Previous data led us to hypothesize thatNR0B2 should
be involved in the control of basal expression of steroid-
ogenic genes. However, we point out that Nr0b2 expres-
sion is increased in caseof lower activity ofHPaxis leading
to decreased LH/CG levels and repressing T synthesis. At
the molecular level, we show that Nr0b2 expression is
controlled within the Leydig cells by cAMP/PKA/AMPK
pathwayafterLH/CGexposure.The linkbetweenNR0B2
and LH/CG signaling was demonstrated here using an
inhibitor of the HP axis (AG). This effect was associated
with an increased apoptosis of germ cells after AG expo-
sure. This involvement of NR0B2 is supported by the fact
that Nr0b2!/! males are protected from the deleterious
effects inducedbyAGexposure.Thepresented results lead
us to propose a newmodel regarding the role ofNR0B2 in
the control of the steroidogenesis that could be relevant in
cases of altered HP axis function (Figure 7).
In a physiological situation, LH is pulsatly secreted by
pituitary and interactswith its receptor on theLeydig cells.
This will increase the intracellular concentration of cAMP
and activate PKA. Stimulated PKA will thus induce the
production of steroids by thewell-knownpathwayCREB/
P-CREB, as shown in Figure 7. Our data clearly point out
a new regulatory pathway where NR0B2 plays an impor-
tant role. Indeed, stimulated PKA will diminish AMPK
activation,which in turn results in the repressionofNr0b2
expression. Finally, T and E2will have their physiological
effects on target organs. Among them, T and E2will exert
5. hCG signaling represses Nr0b2 expression through AMPK inhibition. A, Protein accumulation of ACC, P-ACC, AMPK, and P-AMPK in
MA10 Leydig cells treated with AICAR for 4 hours in combination or not with C-cpd; n # 12 per group. B, Quantification of phospho-ACC,
phospho-AMPK protein accumulations compared with ACC and AMPK, respectively. C, mRNA expression of Nr0b2 normalized to 36b4 levels in
MA10 Leydig cells treated with AICAR in combination or not with C-cpd for 4 hours; n # 12 per group. D, mRNA expression of Nr0b2 normalized
to 36b4 levels in MA10 Leydig cells pretreated with AICAR for 2 hours and then treated with vehicle or hCG (2.5nM) for 4 hours; n # 12 per
group. E, Protein accumulation of ACC, phospho-ACC, AMPK, and phospho-AMPK in MA10 Leydig cells pretreated with AICAR for 2 hours and
then treated with vehicle or hCG (2.5nM) for 4 hours; n # 12 per group. F, Quantification of phospho-ACC, phospho-AMPK protein
accumulations compared with ACC and AMPK, respectively. G, Immunoblots of cleaved ACC, phospho-ACC, AMPK, and phospho-AMPK
performed on testicular protein extracts of mice exposed 12 hours to 5 IU of hCG; n # 6–10 per group. H, Quantification of phospho-ACC,
phospho-AMPK protein accumulations compared with ACC and AMPK, respectively; n # 6–10 per group. Vehicle-treated mice were arbitrarily
fixed at 100%. In all of the panels, data are expressed as the mean % SEM. Statistical analysis: *, P & .05; **, P & .01.
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pected, we show that during that feedback regulation, P-
AMPK is increased followed by higher NR0B2 levels. As
already described NR0B2 will thus inhibit NR5A1 and
NR5A2 transcriptional effects on various steroidogenic
genes such as Star.
Ourdataare in linewithpreviousstudies showingthat the
invalidation of AMPK"1 impacts testicular physiology.
AMPK is expressed in several cell types of the testis such as
Leydig, Sertoli, and germ cells. In AMPK!/!mice, sperma-
tozoa show defects of mitochondrial activity and morpho-
logical defects. In addition, these AMPK!/!males show a
hyperandrogeny, associated with altered steroidogenesis.
This is due to the increase of cholesterol content, the precur-
sor of steroid synthesis, a higher mRNA accumulation of
steroidogenicgenesconsistentwithahigher levelofP-CREB.
These results clearly sustainourpresent study, suggesting the
impact of AMPK on steroidogenesis and its cross talk with
hCG/cAMP/CREB pathway. In addition, Abdou et al (34)
demonstrated that in MA10 cells, the use of AICAR coun-
teracts the effects of Fsk or hCG on steroid production and
Star expression. These results are clearly those that we are
alsodescribing inourarticle.Consistently, small interference
RNA directed against AMPK led to higher sensitivity of
MA10 to Fsk regarding steroid synthesis and Star expres-
sion. Previous studies (34, 29) also demonstrated that the
effect of AMPK involved NR5A1/2 sites. Interestingly, as
previously discussed in our article, NR0B2 is known to re-
press these nuclear receptors. Altogether, these results sup-
6. Nr0b2 deficiency protects testis from deleterious effect of an anti-GnRH exposure. A, Relative intratesticular T concentration in Nr0b2"/" and
Nr0b2!/!mice treated for 12 hours with vehicle of AG (10 mg/kg), (n # 5–10 per group). Vehicle-treated mice of each genotype were arbitrarily fixed at
100%. B, Testicular mRNA expression of Lhcgr, Star and Cyp11a1 normalized 36b4 levels in whole testis of Nr0b2"/" and Nr0b2!/!mice exposed to AG
(10 mg/kg ! d); n# 5–10 per group. Vehicle-treated mice of each genotype were arbitrarily fixed at 100%. C, Testicular mRNA expression of Nr5a2,
Nr5a1, and Nr0b1 normalized to 36b4 levels in whole testis of Nr0b2"/" and Nr0b2!/!mice exposed to AG (10 mg/kg ! d); n# 5–10 per group.
Vehicle-treated mice were arbitrarily fixed at 100%. D, Testis and seminal vesicle weights normalized to body weight in Nr0b2"/" and Nr0b2!/!mice
exposed 3 days with vehicle of AG (10 mg/kg); n # 5–10 per group. Vehicle-treated mice of each genotype were arbitrarily fixed at 100%. E, Apoptosis
in Nr0b2"/" and Nr0b2!/!mice exposed to vehicle or AG (n# 5–10 per group) analyzed by TUNEL staining. Representative micrographs of the testis of
Nr0b2"/" or Nr0b2!/! exposed to vehicle or AG. The arrowheads indicate apoptotic spermatocytes. The original magnification was $200. F,
Quantification of the TUNEL analyses. The number of TUNEL-positive spermatocytes is indicated as the number of positive cells per 100 seminiferous
tubules; n# 5–10. Vehicle-treated mice of each genotype were arbitrarily fixed at 100%. In all of the panels, data are expressed as the mean% SEM.
Statistical analysis: *, P& .05; **, P& .01; ***, P& .005.
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steroidogenesis.
LH signaling leads to cAMP production and then induc-
tion of steroidogenesis. Interestingly, it has been demon-
strated that after hCG treatment, phospho-diesterases
(PDEs) transform cAMP into AMP, which results in turn to
AMPK activation. This induction of AMPK then represses
steroidogenesis. This acts as a feedbackmechanism to avoid
maintenance of high steroid synthesis (Figure 7). In that con-
text, it could be hypothesized that data using cAMP analogs
should be analyzed with caution, because they will act in
favor to steroidogenesis activation and repression of AMPK
activity. In that case, it will be more difficult to visualize the
kinetic event of the effects of PDE leading to production of
AMP and then activation of AMPK.
Altogether, we hypothesize that the physiological role
of NR0B2 might be to decrease the expression of steroid-
ogenic genes in response to the central negative feedback
on LH. This might participate to maintain the normal
pulsatile secretion of GnRH and gonadotropins and in
turn ensure normal testicular physiology.
Paradoxically,Nr0b2!/!males present normal level of
LH and normal answer to acute LH surge (21). This nor-
mal response to LH could be due to the fact that NR0B1,
a “twin” receptor of NR0B2, can overcome its absence.
Indeed, NR0B1 is also involved in the regulation of ste-
roidogenesis (7). This potential redundancy is supported
by the fact that Nr0b1 gene shows the same expression
pattern than Nr0b2 in response to hCG (35).
Increase of NR0B2 in condition of low LHmight lead to
a repression of steroidogenesis. In turn, lower T might be
followed by a decrease of negative feedback atHP levels and
then might increase the subsequent activity of the HP axis.
Thus, it could be speculated that in long-term experiments,
there couldbeahigherTproduction inNr0b2!/!mice com-
paredwithwild-typemales.Suchhypothesishastobefurther
studied. However, as discussed, the lack of NR0B2 associ-
ated with higher T levels was not associated with changes in
theHPaxis activity.This suggests thatother factorsmight be
involved. The lack of association between plasmaT and LH
levels has been observed in several other studies (36, 37). In
all these cases, estrogen levels should be measured, because
they are more potent inhibitors of the HP axis than T. Alto-
gether, thesedataconfirmthat the relationbetween the levels
of sex steroids and HP axis is complicated. Our results also
open anew field of investigation. Indeed, hypogonadotropic
hypogonadism accounts for up to 2%of infertile men. Even
though it can be successfully treated (38), our results suggest
thatNR0B2couldbeanewpotentialpharmacological target
in suchdisease.Alterationsof theHPaxis couldbedueeither
togeneticmutationor exposure to endocrinedisrupters (Fig-
ure 7). Indeed, if EB exposure has been associated with low
LH/CG plasma levels and low T synthesis (39), Nr0b2!/!
males do not show reduced T levels in response to EB expo-
sure (22). This clearly suggests that NR0B2 might be a me-
diator of lowLHsignalingwithinLeydig cells in case ofEED
exposure.
Even though a full understanding of the mechanisms re-
quires further studies, our work sustained the idea that
AMPKmightbeanimportantactorofLeydigcellphysiology
as proposed by others (29).Moreover, we describe a critical
role of NR0B2 in Leydig cell functions and define it as a
testicular messenger of the HP axis signaling in case of low
LH levels.
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 Résumé 
 Chez l’homme, des données cliniques décrivent une association entre des pathologies hépatiques et des 
désordres de la fertilité masculine. Plusieurs modèles expérimentaux de cholestase ont permis de confirmer ce 
lien et de souligner un impact sur la physiologie testiculaire. De manière intéressante, une telle corrélation existe 
aussi bien à l’âge adulte que dans des modèles animaux en période pré-pubertaire. Pour autant, le lien 
moléculaire pouvant expliquer cette association physiopathologique n’a pas été exploré. 
            L’ensemble des hépatopathies a pour dénominateur commun une augmentation des taux plasmatiques 
d’acides biliaires et ce dès les stades les plus précoces de la maladie. Dans ce contexte, l’hypothèse de l’impact 
délétère des acides biliaires sur la fonction reproductrice reste à définir. 
            Notre projet de recherche s’articule autour de l’analyse d’un modèle murin d’atteinte hépatique induite 
par un régime supplémenté en acide cholique. Nos résultats principaux montrent que : 1) lors d’une exposition 
pubertaire, l’activation supra-physiologique des signalisations Fxrα conduit à un défaut de maturation sexuelle 
associé à une altération de la fonction endocrine du testicule ; 2) dans un contexte d’exposition à l’âge adulte, 
l’activation excessive du récepteur membranaire Tgr5 par les acides biliaires est associées à une hypofertilité. 
Celle-ci s’accompagne d’une altération de la spermatogenèse consécutive à un détachement progressif de 
l’épithélium séminifère et à une apoptose spécifique des spermatides ; 3) enfin, nos conclusions démontrent pour 
la première fois l’impact transgénérationnel de l’exposition aux acides biliaires. Sur deux générations 
successives, les descendants des mâles adultes nourris par un régime supplémenté en acide cholique présentent 
des anomalies développementales et métaboliques. Dépendantes de l’action de Tgr5, ces dernières sont 
attribuées à des altérations de l’épigénome des spermatozoïdes issus des mâles exposés aux acides biliaires. 
            En conclusion, nos données démontrent que, dans des conditions cholestatiques, les acides biliaires 
altèrent les fonctions de reproduction notamment par leurs impacts sur les fonctions testiculaires. Au regard du 
nombre croissant de personnes souffrant de troubles hépatiques, ces effets délétères des acides biliaires 
pourraient contribuer à l’augmentation de l’incidence de l’infertilité masculine. Des molécules agonistes des 
signalisations FXRα et TGR5 sont aujourd’hui envisagées dans le cadre du traitement de pathologies courantes 
de notre société. Dans ce contexte, notre étude permettra d’alerter les instances sanitaires quant aux 
conséquences de l’accès à de tels traitements sur la fertilité et la santé des générations futures. 
Mots clefs : Acides biliaires, Fxrα, Tgr5, Physiologie testiculaire, Effets transgénérationnels 
Abstract 
 Clinical data describe an association between liver diseases and disorders of male fertility. Several 
experimental models of cholestasis have confirmed this link and highlight an impact on testicular physiology. 
Interestingly, such correlation exists in adult as well as in during pre-pubertal animals. However, the molecular 
links have not been explored yet. 
          The increase of plasma bile acids levels is a common feature of liver diseases. In this context, the 
hypothesis of the deleterious impact of bile acids on reproductive function remains to be defined. 
           For that purpose, we used a mouse model of liver injury induced by a diet supplemented with cholic acid. 
Main results show that: 1) supra-physiological activation of Fxra, during pubertal period, alters endocrine 
function of the testis and then sexual maturation. 2) during adult age excessive activation of membrane receptor 
TGR5 by bile acids leads to subfertility. This is associated with impaired spermatogenesis due to a detachment 
of the seminiferous epithelium and specific apoptosis of spermatids. 3) Finally, we show for the first time the 
transgenerational impact of bile acid exposure. Two generations of progenies from males exposed to bile acid-
diet show developmental and metabolic abnormalities. These effects, mediated by TGR5, are correlated with 
alterations of the spermatozoa epigenome. 
             In conclusion, our data demonstrate that bile acids affect reproductive functions with impacts on 
testicular functions. In line with the increasing number of people with liver diseases, the deleterious effects of 
bile acids may contribute to the incidence of male infertility. Interestingly, agonists of FXRα and TGR5 are now 
considered in the treatment of several diseases. In this context, our study might alert health authorities regarding 
the potential consequences of these treatments on fertility and health futures generations. 
Key words : Bile acids, Fxrα, Tgr5, Testis physiology, Transgenerational effects  
